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1- FSTRUCTURA Y FUNCION; 
Las poliaminas son bases orgbicas que se encuentran en 
concentraciones apreciables en las caulas vivas. Estas sustancias se 
comportan como fuertes cationes a pH fisiologico. Junto con magnesio 
son 10s principales cationes de las caulas vivas. Las poliaminas mas 
comunes son putrescina, espermidina y espennina: 
PUTRESC IN A H 2 N w N H 2  
H wNHwNH2 ESPERM lDlN A 
2 
H M HN N H ~ N H 2  ESPERM IN A 
2 I 
En la naturaleza existen otras poliaminas conocidas como "no 
comunes", que e s t h  asociadas en muchos casos a organismos que 
deben adaptarse a condidones extremas del medio arnbiente. 
Algunas de estas poliaminas fueron descubiertas por primera vez en 
bacterias termofilas ( I), como la norespermidina (caldina) , la 
norespennina ( termina) ,la caldopentamina y la homocaldopentamina: 
NORESPERM INA 
H N M H N M N H ~ N H w N H 2  HOMOC ALDOPENT AMlNA 
2 
Estos cornpuestos son apardt&&te sintetizados cuando 10s 
microorganismos crecen a altas temperaturas, y son esenciales para 
estabilizar distintas rnacromol&ulas, y tambien se requieren para 
aumentar la fidelidad de la sintesis proteica 
La hidroxiputrescina y la hidroxiespermidina, que fueron aisladas de 
Pseudomonas sp., cumplen tambib un rol importante en la 
traduccion pues estabilizan la estructura de'los ribosomas (2). 
La cadaverina ( 1,s -diaminoopentano) y la aminopropil-cadaverina 
han sido identificadas en diversos organismos, como por ejemplo 
Escherichia CON y Neuroswra mw(3) .  
En plantas se han encontrado concentraciones elevadas de 
cadaverina, pero en muchos casos su funcibn aiin se desconoce. 
En cultivares de alfalfa tolerantes a deci t  de agua (4) , y cultivares 
de algodon tolerantes a altas temperaturas se observa una gran 
acumulacion de norespermidina y norespermina cuando son 
sometidos a esas condiciones adversas (5). 
Generahnente estos policationes se encuentran en su forma libre, 
pero tambib se 10s puede hallar como derivados acetilados; 10s 
ejemplos d s  importantes son: 
La naturaleza anfipatica de las poliaminas les permite redistribuirse 
en medios hidrofobicos e hidrofilicos. A d d s  poseen una gran 
flexibilidad estructural, que les permite realizar asociaciones 
especificas con estructuras de distinta estereoquimica presentes en 
proteinas, lipoproteinas, acidos nucleicos y otras macromol&ulas 
(6,7). 
Algunas poliaminas, o derivados de ellas, forman parte de las 
estructuras de varios antibibticos. Los ejernplos miis notables son: 
a) Los aminogluc~sidos bleomicina A5 Y A6 (8). Estos antibioticos han 
sido usados en enfermedades neopkicas como linforna de Hodgkins, 
tumores de testiculos y carcinomas de pie1 y cuello. 
b) Las edeinas A y B, que son oligopbptidos lineales conjugados a 
espermidina (edeina A) o a guaniciilespennidina (edeina B), fueron 
aislados y caracterizados en pa- brevis. Numerosos estudios han 
demostrado que estos compuestos bloquean la sintesis de proteinas 
a nivel de iniaacion tanto en procariotas como en eucariotas (9). 
Las poliarninas juegan un rol fimdamental en diversos procesos 
celulares tanto en procariotas como en eucariotas. Se ha demostrado 
la importancia de las poliaminas en procesos tales como el 
crecimiento y la proliferacidn de cdulas animales (lo), la 
diferenciacion celular ( 1 I), la fisiologia del sistema nervioso ( 12), la 
proliferacidn tumoral (13), modulaci6n hormonal (14), resistencia a 
stress (IS), etc. 
La presencia de poliaminas fue descripta originalmente en tejidos 
animales; sin embargo, tanto la biosintesis como 10s efectos 
fisiologicos de estas sustancias se elucidaron en rnicroorganismos. 
Hasta el momento no ha sido posible determinar cud es la 
localizaci6n intracelular de estas sustanaas polibasicas debido a que 
cuando una cdula se rompe, estos compuestos fuertemente cargados 
se unen a diversas estructuras celulares, sufriendo una redistribution 
durante la manipulacun. 
Estudios recientes ernpleando resonanaa magnetics nuclear in vivo 
en E.coli demuestran que la putrescina se encuentra asociada a 
macromol&ulas, probablemente ribosomas y/o fracciones que 
contienen mernbranas ( 16). I 
En 10s Utimos aiios, una serie de estudios en el hongo N.crassa han 
demostrado que las poliaminas se encuentran compartimentalizadas. 
En este organismo, tanto la putrescina como la ornitina -su precursor 
en la via de biosintesis- se encuentran en vacuolas ( 17,18). 
Hasta el momento no se ha demostrado compartimentalizacion en 
ningtin otro organismo. 
Gran n b e r o  de experimentos llevados a cabo principalmente con 
mutantes bacterianas awrcitrofas para poliaminas, han indicado 10s 
roles esenciales de estos cationes orginicos en distintos pasos de la 
replication (19) y superenrollamiento del DNA, en la transcripci6n y 
procesamiento del RNA (ZO), y en la sintesis de proteinas (21,22,23, 
24,25,26). 
El aislamiento de mutantes de E.coli que no pueden sintetizar 
poliaminas ha permitido investigar in vivo e in vim 10s efestos del 
ayuno intracelular de poliaminas, y su consecuente restauraa6n a 10s 
niveles normales. 
Estudios previos del laboratorio han demostrado que bacte.rias 
sometidas a un ayuno de poliambas contienen alta proporcion de 
subunidades ribosomales defectivas con un coeficiente de 
sedimentaaon menor que 30 S, una menor afinidad por las particulas 
50 S, y una menor actividad en la sisltesis de proteinas (22). 
Las bacterias Gram negativas como c poseen altas 
concentraaones de poliami~s(27)'. La concentadon intracelular de 
putrescina es aproximadarnente 0,02 M, y la de espennidina 0,06M 
( 2 8,2 9,3 0); niveles comparables a la concentraci6n intracelular de 
magnesio (31). 
Se conoce la existencia de un sistema de transporte activo que es 
comb para putrescina y espermidina (28). Tambib se han descripto 
otros dos sistemas de transporte exclusives para putrescina 
En la figura A pueden observarse 10s caminos biosinteticos de las 
poliamhas en microorganismos, plantas y organismos superiores. 
La mayoria de las bacteria produce s6lamente putrescina y 
espermidina, siendo incapaces de sintetizar espermina. 
La putrescina es sintetizada por dos vias alternativa, a partir de 
ornitina o de arginina: 
1) Por decarboxilacion de la ornipna catalizada por la enzima ornitina 
decarboxilasa. 
2) Por la accion de la enzima arginina decarboxilasa sobre la arginina 
se produce agrnatina, que sufre luego eliminaci6n de urea, mediada 
por la agmatinasa. I 
L a  putrescina se transforma luego en espennidina por accibn de la 
espermidina sintetasa, que transfiere a la putrescina un grupo 3- 
amino propilo. El compuesto dador es la S-adenosil metionina 
decarboxilada, que se sintetiza por accion de la enzima S-adenosil 
metionina decarboxilasa. I 
COOH CH3 COOH 
I 
~ H ~ C ~ I ~ C I  I N H ~  
L-Mrtionina 
ANTIBIOTICOS MOGLUCOSIDOS 
Son un grupo de conpuestos con actividad bactericida que contienen 
un grupo inokitol sustituido con uno o dos grupos amino o guanidino 
y varios azucares ( 3 2). I 
Pertenecen a este grupo la gentafnicina, tobramicina, amicacina, 
kanitmicina, estreptornicina y neomicina (figura B). Son policationes, 
cuya polaridad es en pane responsable por las propiedades 




La estreptornicina es el miembro rnAs caracterizado. Este antibiotic0 
fue aislado por primera vez de Strggtomyces Griseus por Schatz, 
Bugie y Waksman en 1944. La estructura de la estreptornicina y sus 






El mecanismo de accion de este antibiotic0 ha sido extensivamente 
estudiado desde su descubrimiento. Sus efectos son pleiotr6picos: 
bloqueo ribosomal, mores de traduccion, daiio en la membrana, 
captacion irreversible del antibibtico, bloqueo de secrecibn de 
proteinas a Eaves de membrana, alteracion en la sintesis de RNA y 
de DNA como consecuenda de la inhibidon de la sintesis proteica. 
El mecanismo de accion puede resumirse de la siguiente fonna(3 3): 
1) Una pequeiia cantidad de antibidtico penetra en la cauls por un 
mecanismo desconocido. La estreptornicina entra en contact0 con 
'1 I :;' 
ribosornas que se encuentran elongando cadenas polipeptidicas 
provocando errores de lectura en la traduccion. 
2) Algunas de las proteinas defectuosas producidas en presencia del 
antibiotico se incorporan a membrana creando canales que permiten 
la entrada del antibiotico. Se inida entonces un proceso autocatalitico 
de aurnento de influjo, errores de traduccion y formacion de canales. 
3)E.l antibiotico intracelular alcanza una concentraci6n tan elevada. 
que bloquea la sintesis proteica.! 
4)Sobreviene el efecto letal de la droga por la captacion continua de 
la misma y la irreversibilidad del bloqueo ribosomal. 
ERRORES Y AI,TERNATIVAS DE LECTURA DEL CODIGO 
GENETICO 
Para que una cdula h a o n e  correctamente, cacla paso del flujo de 
inf01maci6n de DNA a proteina debe ocurir con una fidelidad 
razonable. 
Durante la replicaaon del DNA el nivel de error es del rango de 108 
- 10-11 (34,35). EL nivel de en-ores de trancripcion in vivo es del 
orden de 10-4 (36). Este proceso es menos predso que la replicaci6n 
de DNA. I 
Los errores de traduccion ocmen a frecuencias de 5 x 10-3 a 1 x 10-5 
y son el resultado de errores de acilacion (tRNA cargado 
err6neamente), o de errores de lectura (errores en la union codon- 
anticodon). 
La sustitucion de aminoaados en la sintesis proteica es dificil de 
detectar pues la pr0te.h.a aberrante tiene esencialmente el rnismo 
tamaiio y composition de aminoiicidos que la proteina nativa. 
Los errores pueden ser detectados mAs facilmente si la sustitucion 
involucra un aminoaado que no es componente normal de la 
proteha, o si la incorporaa6n d n e a  cambia su comportamiento 
electrofore tico. 
Luego de la deteccion del error de traduccion es necesario 
determinar si se trata de un error de lectura o de una acilacion 
erronea. Estas determinaciones tambib excluyen errores de 
~Scr ipci0n.  I 
1- A c m b n  err- 
Involucra aminoacidos que es th  es tructuralrnente relaaonados (3 7), 
per0 sus codones pueden no estarlo. 
Las aminoacil tRNA sintetasas reconocen sus sustratos con alta 
precision, y muchas veces tienen uno o d s  pasos de prueba de 
lectura (37), sin embargo, 10s errores involucrando aminoacidos muy 
relacionados pueden ocurrir con una frecuencia de 4 x 10-4 a 5 x 10-5 
(38,39). 
2- mores  de lecturx 
En base a mediciones in vitro, Woese (40) predijo que la mayoria de 
10s errores de lectura o m e n  en la tercer posiaon del codon. A1 ser 
esta posicion la mils degenerada, la mayoria de 10s errores no llevan 
a una sustitucion de aminoAcidos (41). Sin embargo, es ampliarnente 
conocido que en determinadas proteinas ciertos errores de lectura 
que provocan una sustitua6n de arninoaados ocurren con alta 
frecuencia. Se ha comprobado que la naturaleza del codon y el 
context0 del mismo ejercen una gran influencia sobre la frecuencia 
de incorporaci6n errbnea. I 
I 
2.1 Errores de terminaci6n: 
En el codigo genbtico , 10s codones UAA, UAG y UGA son usados como 
senales de terminaaon de la traducaon. Sin embargo si un tRNA lee 
un codon de terminaci6n como un coddn con sentido, se produce una 
supresion natural. 
Se conocen ejemplos de supresibn tanto en procariotas como en 
eucariotas (42). En algunos casos no se trata de un simple error sin0 
que la proteina que se forma como consecuenaa de esta supresibn 
cumple una funcion esencial en el organismo en cuestidn. En estos 
casos se habla de errores de traduccibn programados. 
2.2 Cambios de marco de lectura: 
Para un tipico mRNA, es dtico que el rnarco de lectura se mantenga 
hasta que se alcance el cod611 de terminacibn; por lo tanto, cada 
I j.:.d : -:.) , b-. . 
evento de traslocacion debe sef &'@es bases, Los cambios de marco 
de lectura miis simples son traslocaciones de dos o cuatro bases. Este 
tip0 de errores ocasiona que la actividad, el tamaio y la estabilidad 
de la proteina aberrante producida guarden poca homologia con el 
product0 normal. Generalmente la proteina que se produce es 
inactiva y miis corta que la nativa porque 10s codones de termination 
son abundantes en 10s rnarcos de lectura alternatives. Sin embargo se 
han descripto casos en 10s que este tip de errores son programados, 
permitiendo la produccion de proteinas alternativas que desempeiian 
alguna fmci6n. La mayoria de 10s ejemplos de cambios de marc0 de 
lectura programados ocurren en genes virales. 
El contenido endogeno de poliambas de mutantes de E.coU parece 
modular la acci6n de antibioticos aminogluc6sidos en la sintesis de 
polipt5ptidos in vivo e in vitro. Trabajando con bacterias auxotrofas 
para poliaminas desarrolladas en presenda o ausencia de putrescina, 
en el presente estudio hemos observado que la estreptomicina causa 
una marcada inhibidon de la sintesis de proteinas en las c6lulas 
suplementadas con poliaminas, mientras que las bacterias sin 
poliarninas se comportan como fenotipicamente resistentes a1 
antibiotic0 . 
Las poliaminas tienen efecto sobre la fidelidad de la sintesis proteica, 
sin embargo la mayor parte de 10s estudios realizados hasta ahora 
han sido in vitro, y no hay acuerdo en que las poliaminas amenten o 
disminuyan la fidelidad de la ttaducd6n in vivo. 
I 
Para estudiar si 10s bajos niveles end6genos de poliaminas pueden 
alterar la fidelidad de traduccibn, se utilj.26 un sisterna de bacterias 
infectadas por el bacteridfago MS2 o altemativamente por el fago QB. 
En el presente estudio se analizaron por electroforesis en geles mono 
y bidimensionales las proteinas sintetizadas en condiciones normales 
y en presencia de antibioticos aminogluc6sidos, que inducen una 
disminuci6n de la fidelidad de traducci6n. 
Se utiliz6 ma cepa mutante de E.coli llama& LM27, sensible a 
estreptomicina y a 10s fagos MS2 y QR, que posee una mutacion 
puntual en el gen que codifica para la enzima ornitina decarboxilasa, 
y otra en el gen que codifica para la enzima agmatina ureohidrolasa; 
por lo tanto no puede sintetizar poliaminas (figura B), y requiere 
estas sustancias para su optima crecirniento. Se estudio la sintesis de 
proteinas del fago cuando las bacterias se cultivaban en ausencia o 
presencia de poliarninas. El error de traduccion se determino por 
aparicion de una variante bhica de la proteina de la capside del 
bacteriofago MS2, en la cual se conoce que se incorpora 
err6neamente lisina en lugar de asparagina. 
Este virus es rniembro de un grupo de fagos a RNA (43). Su genorna 
es una molecula de RNA de 1x106 Daltons, que codifica para cuatro 
polipeptidos: 
PROTEINA DE LA CAPSIDE: 14.700 Daltons 
PROTEINA A: 3 8.000 D 
PROTEINA DE LISIS: 1 1.000 D 
UNA SUBUNIDAD DE LA RNA REPLICASA: 62.000 D 
La proteina de la ctipside, la proteina A y la proteina de lisis son 
componentes esaucturales del fago. 
L a  ubicacion de 10s cistrones correspondientes a lo largo del RNA del 
MS2 se observa en la figura D : La cadena empieza con una Guaniua, 
seguida de una larga secuencia no codificante de 129 nucle6tidos. El 
cistr6n A, que comienza con el c a n  de iniciaaon GUG, codifica para 
la proteina A. Es seguido por una regi6n no codificante de 23 residuos 
de largo . La siguiente secuencia codificante corresponde a1 cistron C, 
que codifica para la proteina de la capside. El cistr6n S, que codifica 
para una subunidad de la RNA replicasa, esta separado del cistrdn C 
por 36 nucle6tidos. 
E;rdste otro polip6ptido codificado por el fago: la proteina de lisis, cuya 
secuencia codificante se superpone en un marco de lectura distinto 
con el m e m o  3' del gen de la proteina de la capside, y con el 5' del 
gen de la replicasa El rnarco de l e c m  del cistron L esta en +1 con 
respecto a1 de 10s otros cistrones. 






2- Errores de traduccion en cblulas infectadas con el 
bacteriofaeo MS2; 
El pequdo t m o  del genoma de este fago brinda un sistema simple 
para estudiar la traduccion de un mensajero policistronico. El 
agregado de rifarnpicina a este sistema permite inhibir la sintesis 
proteica de la bacteria huesped y seguir exclusivamente la formation 
de las proteinas del fago. En estas condiciones m5s del 90% de la 
sintesis proteica corresponde . a la proteina de la capside. Esta 
proteina contiene diez residuos de Asn y seis de Lys (figura 4). 
Observaciones experimentales han dernostrado que 10s codones de 
Asn de esta proteina son leidos err6neamente con una frecuencia 
diez veces mayor que la esperada (4-4,  incorporiindose lisina en su 
lugar. Esto puede explicarse debido a que ciertos codones o codones 
con aertos nudebtidos vecinos puden leerse erroneamente con 
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'.ru. , 
7- 1 
.. 1 8  
f ; ' ,{I .  
, ,  8 
mayor frecuencia que otros. La fuena de las interacciones codon- 
anticodon ciertarnente varian (45) . 
El aminoacido Asn esta codificado por 10s codones AAC y AAU. Se ha 
demostrado que el codon AAU une a su anticodon con menor 
ahidad que el AAC, y es por lo tanto leido err6neamente con mayor 
probabilidad. 
La figura. E muestra la secuencia de bases que codifca para la 
proteina de la capside (46) 
I (G). AUA. GAG. CCG U C A  ACC. GGA GUU. UGA. AGC AUG. 
GCU. UCU. MC. l 'UU+ACU. CAG. UUC- GUU.CUC GUC. GAC. A A U  GQC, GGA. ACU. GGC. GAC GUG.ACU. GUC. GCC. CCA. AGC. AAC. UUC. 
Ala Scr Asn I'hc Thr Gln Phc Val Leu Val Asp Am Gly Gly Thr Gly Asp Val Thr Val Ala Pro Ser Asn Pl~c 
I J 10 IS 20 2s 
CiCU M C .  GGG.(;UC. GCU. G A A  UOG AUC. AGC. UCU. AAC. UCG. CGU- UCA. C A G  GCU. UAC. AAA. GUA-ACC. U G U  AGC. GUU. C G U  Cd\G. 
.\Id Asn GIY b.1 *\la Glu Trp Ilc Ser Ser Asn k r  Ary Ser Gln Aln Tyr Lys VdI Thr Cys %r Val Ary Gln 
30 39 40 JS 50 
AGC UCU. GCG. ('AG. AAU. CGC. A M .  UAC. ACC. AUC- A A A  GUC. G A G  GUG.CCU. A&. GUGGCA. ACC. CAG. A C U  GUU.GGU.GGU GUA. 
Srr Scr Ala (;In .a Arg Ly5 T r  Thr lk L n  Val G h  Val .Pro Lys Val A* Thr CIII Tllr Val CIY Gly Val 
JI 60 6J 70 75 
GAG. CUU. CCU. (;UAa GCC. GCA. UGG.CGU- UCO UAC. UUA. A A U  AUG. G * \ k  CUA- .KC.  AUU. CCA. AUU. UUC GCU. ACG. AAU- UCC. GAC. 
Clu Lcu Pro \'d Ala A h  Trp Arg Scr Tyr Lru &n Met  C h  Leu Thr IIe Pru Ik i b l r  Ala Thr u n  k r  ASP 
SO YJ M ') 5 100 
CGC GAG. CUU. ,\UU. GUU. A A G  GCA. AUG. C,\& GGU. CUC. CUA. .-A G.4U GGA. AAC. CCG. A U U  CCC. UCA. GCA. AUC. GCA. GCA. :\,\C'- 
Crr Glu Leu Ilc Vdl Lyr ~ l r  M e t  Gln Gly Leu Lcu 1.y~ Asp Glv Am Pro lle 0 r a c :\la &la AI 
105 l 10 115 110 ILJ 
LJCC GCX. AUC. I IAC. U M .  U A G  ACG CCC. GCC- AUU. CeW A W -  U G A  GGA. UUA. CCC. AUG. I I C C  AAG. ACA- t\Ct\. ,\,\G. r \ r \ C  (U) 
Scr Cly Ilc I'yr Srr 1.y~ 1 ltr T l ~ r  1-57 Lys 




3 - Caractensticas estl-ucturalesl del fw 08 
Sus caracteristicas fisicas son muy sirnilares a las del bacteriofago 
MS2; sin embargo ambos virus pueden ser distinguidos 
serologicamente, y el RNA del fago 4]3 es aproxirnadamente 15% mas 
largo que el del MS2 (47). I El product0 principal de la traduccion de es te fago es la proteina de la 
capside (16,6 kDa). El virion contiene 180 moleculas de esta proteina 
y una mol&uta de la proteina A (40 kDa). Tiene a d d s  una cantidad 
variable de la proteina de lisis (36 kDa), que se sintetiza por un error 
en la lectura del codon de terminaci6n UGA del gen de la proteina de 
la capside. 
4- Inhibition de la s intea o r o t a  del h u e s ~ d  
Dado que las proteinas viral&' kWecificas constituyen s610 un 
pequeiio porcentaje del total de las proteinas sintetizadas en c6ldas 
infectadas, hemos bloqueado la traducci6n de la bacteria huesped 
inhibiendo la sintesis de RNA dependiente de DNA con rifampicina. 
A pesar de que este metodo ha sido ampliamente utilizado para 
disminuir la sintesis de proteinas del huesped , hemos observado que 
10s niveles de rifmpicina utilizados para disminuir la sintesis 
proteica bacteriana, causan al mismo tiempo una fuerte inhibici6n de 
la produccion de fagos. Por otro lado la rifampicina es obviamente 
inefectiva cuando se utilizan bacterias mutantes resistentes a1 
an tibio tico. 
En el presente trabajo describkos un metodo alternative dise9lado 
para evitar 10s inconvenientes mencionados. 
' . I  I 
I I - ,  
Las poliaminas tienen efecto s h  la fid&dad de sintesis proteica, 
sin embargo la mayor parte de loa estudios han sido in vim y no hay 
acuerdo en que las poliamhas atmenten o disminuy la fidelidad 
& traducaon in vivo. 
Se propuso entonces investigar h importancia y el rol de las 
pol iami~~  en la sintesis proteica de acuerdo con 10s siguientes 
objetivos: 
1) Determinar de qu6 manera las pollaminas afectan la fidadad de 
traducaon in vivo. 
2) Anakar la influencia de las poliamimw en la aca8n de la 
es treptomicina 
3) Poner a punto un m6todo attermhsvo a la rifampidna para lograr 
la inhibici6n de la transcripci6n Wteriana sin que se a k t e  
muy dnbticamente el rendimiento de fagos. 

CEPAS BACTEWANAS: 
Se utilizaron las siguientes cepd: 
- E.coli LM27 [spe B spe C thr leu & rpsL+]. Esta cepa es sensible a 
10s bacteriofagos MS2 y QR (48). 
- E.coli BGA85 [spe B spe C thr leu thi rpo B]. 
I 
I 
MEDIOS DE CULTIVOot 
Se utilizaron 10s siguientes medi b s de cultivo: 
a) Medio Tve: 
Posee una composici6n en gr/l de: Bactotriptona, 10; extract0 de 
levadura, 5; NaCl, 5. 
b) Medio MOPS: 1: 
Su composicibn cada la) ml es: Buffer MOPS, 8,37 gq tricina, 0,72 gr, 
KCl, 3,73 gr; NH4 Cl, 0,53; H2PO4K, 0,027 gr; SOqMg x 7 H20,0,123 gr; 
CI3Fe x 6 H20,0,027 gr. 
Cuando el medio se suplementa con putrescina, la concentradon final 
es de 0,Ol gr/100 ml. I 
REACTIVOS RADIOACTIVOS; I 
I 
Se utilizb metionina S35. 
I 
I 
Se inoculan 5 ml de medio Tye con w L M 2 7  a partir de una estria, 
y se cultiva durante la noche a 37°C con agitation. Se hace una 
dilution 1/40 del cultivo original en medio MOPS libre de 
poliaminas. Se incuba en iguales condiciones a las descriptas 
previamente durante 15 hs. 1. 
El cultivo se conserva en la heladera y puede servir como in&culo 
para distintos experimentos por varZas semanas. 
I 
i 
El desarrollo de 10s cultivos se sigW'por absorbanda a una longitud 
de onda de 490 nm graftcando el logaritmo de la absorbanaa vs 
tiempo. El tiempo de generaci6n es el period0 necesario para que la 
absorbancia se duplique. 
INFECCION CON VIRUS Y MARCACION DE PROTEINAS: 
Se cultivan las bacterias aer6bicamente a 37°C con agitaci6n en medio 
MOPS en presencia o ausenaa de poliaminas. A1 llegar a una 
concentradon de 2x108 cdulas/ml(O.D 490 = 0,40), se infecta con el 
virus MSZ a una multiplicidad de infecci6n de 10 particulas virales 
por bacteria Posteriorrnente se agrega rifampicina para inhibir la 
sintesis proteica del huesped, y en algunos casos estreptomicina para 
aumentar 10s errores de traduccidn. Luego de 20 min. se agrega 
met S35 (50 pCi/ml, 0,6 BM). Se continua la incubation por 30 min. y 
despues se enfria el cultivo a VC. 
Se toman alicuotas de 20 pl de suspensi6n de bacterias para medir 
marca insoluble en TCA 10%. Se centrifugan las muestras durante 15 
min en tubos Eppendorf separando 10s sobrenadantes, de 10s que se 
tornan 1 0 ~ 1  para medir radioactividad insoluble con TCA 10%. Los 
precipitados de bacterias se resuspenden en 40 pl de buffer de lisis 
(Tris 2mM pH 7,s; MgAc2 1 RNasa 80 pg/rnl; DNasa 80pg/ml). 
Se congela y descongela seis veces. Luego se toman alicuotas de 2 pl 
para medir radioactividad insoluble en TCA 10% (48). Se detennina 
la radioactividad incorporada con un contador de centelleo liquid0 
utillzando tolueno-PPO dimetil POPOP como mezcla centelleadora 
(49). 
Las alicuotas correspondientes se diluyen en 1 ml de agua que 
contiene metionina fria y 100 pg & allnunha. Luego se agrega 
NaOH hasta una concentradon f i d  de 0,s M, se incuba 15 min. a 
;I(-- I
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30°C y se precipita agregando Ti24 t$sta concentraci6n final 10%. Se 
deja 30 rnin. a WC, se filtra a trav& de papel de vidrio, se lava con 
TCAlW. Se determina la radioacWkM incorporacia con un contador 
de centelleo liquid0 utilizando tolueno-PPO dimetil POPOP como 
mezcla centelleadora (49). 
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS W A S ;  
Electroforesis monodimensioa 
Se hierven las bacterias durante 3 min en 50 111 de cracking buffer 
(50) (50rnM Tris HCl pH 6,8; 4% SI>S, 2% 2-mercaptoetanoI; 6 M u r q  
2096 glicerol). Los extractos obtenidos se analban por electroforesis 
mon~ens iona l  en geles de pollacrilamida 18% en presencia de SDS 
y uea 6 M (5 1). La electroforesis se &sarrolla durante 17 hs. a 8 mk 
Los geles se tifien con Coomassie Brilliant Blue R250, se decoloran con 
20% metanol-7,5% acid0 ascetico; se lavan varias veces con agua, se 
secan a1 vado sobre papel Wathman 3 MM y se exponen en contacto 
con placas radiogritticas a -70°C. 
foresis 
Se realiza empleando el m6tdo de electroforesis en gradiente de pH 
sin equilibria (NEPHGE) (52) en t u b  & vidrio de 12 cm de largo por 
3 mm de djhrnetro. Los geles contienen acrilamida 28,8%; 
bkmihmida 1,6296, 9,3 M urea; 2% Nodinet P40 (NP40); 1,6% 
anfolitos pH 7-10 ; 0,4% anfolitos pH 3-10; persulfato de amonio 10%; 
TEMED, 0,13%. 
Se dejan polirnerizar 10s geles d m t e  2 hs. La electmforesis se 
reaIiza llenando el reservorio infala= de la mba con NaOH 0,02 M y 
el superior con H3P04 O,Ol M. Las muestras se colocan disueltas en 
una soluaon que contiene urea 8,s M y anfolitos, y se cubren con una 
wluci6n que contiene urea 7 M y 1% de dolitos para &tar que 
entre en contacto con el H3po4. 
El a d o  se conecta a1 c o m ~ e n t o  superior de la cuba. Se 
desarrolla la electroforesis durapte 3hs 30 min a 400 volts. 
I 
Luego de la primera dimensibn & h p e r a n  10s geles y se realiza la 
equilibraci6n en 5 ml de buffer de muestra con SDS ( glicerol 1096 
(p/v); mercaptoetanol 5% (v/v); SD6 2,3% (p/v); Tris-HC1 0,0625 M; 
pH 6,8), y se agita a temperatura ssmbiente durante 30 min. 
Luego se colocan 10s geles de Isr primrera dimension en posiaon 
horizontal sobre el gel p o l i m ~  de segunda dimensi6n7 y se 
desarrolla la misma como se explicb para 10s geles 
monodimensioales. 
En esta segunda etapa las proteinas son separadas de acuerdo a su 
peso molecular por una electroforesis con dodecil sulfato de sodio. 
PRODUCCION DE FAGOS; 
Se cultivan las bacterias aer6bicamente a 37°C con agitaah. Cuando 
el cultivo llega a una absorbancia de 0,40 medida a 490 nm se toma 
1 ml de cultivo y se infecta con 10 fll de una suspensi6n viral 
(2.1011 pfu/ml) (53). Se continua la incubad6n durante 3-5 hs y se 
agregan 0,05 ml de cloroformo para complletar la lisis. Se guarda el 
lisado en la heladera hasta el dosaje. 
I 
TE DE FAGOS; 
I 
Se cultiva la bacteria E.coliHfr3000 (sensib1e a 10s bacteritifagos MS2 
y QR) en medio TYE en presenda de calcio. 
Se hacen diluaones de las suspensiones de virus en un medio cuya 
composiabn cada 100 ml es la siguienfe: NaCI, 0,9 gr; CaCl2 x 2 H20, 
0,022 gr. Estas diluciones se mezclan con una alicuota de un cultivo 
fresco de bacterias y agar fundido y se vuelca sobre una capa de agar 
nutritive contdda en cajas de petri. Se Incubit durante 16 hs a 37"C, 
luego se cuentan las p1acas de lisis. 
ICION DE LA S PROT%JCAAcT~ =EDi 
Para blaquear la sintesis de proteinas de la bacteria huesped se 
inhibe su transcripci6n por alguno de 10s siguientes m6todos: 
A) Rifampicina como inhibidor de sltesis proteica bacteriana: 
( >,lJl 
Dla minutos despues de la itif & '"' se agrega rifampicina a 10s 
cultivos hasta la concentraddn imfhda en cada caso y se continua la 
B) Actinomiicina D como inhibidak de slntesis proteica bacteriana: 
La AMD y otros nuclecitidos pu- ser t o d o s  por c4ulas de E.coli 
&lo luego de un tratamiento de penneabilizaeion (54,55). Diez 
minutos despues de la inf'ecci6n , se centrifugan 20 rnl de cultivo a 
temperatura ambiente por 10 m h  a 10000 xg. Las cdulas se lavan 
con soluci6n de buffer Tris-HC1 0,05 M pH 8 - sacarosa 0,35 M. Se 
resuspenden luego en 0,45 ml de la m i s m  solution. 
Las bacterias se pmeabilizan !a actindcina D despuh de agrqar 
EDTA a 0,7 mM e incubarlas dumn& 3 min. a 37°C. Inmediatamente 
se agrega 2,3 ml del medio sinetic0 ya descripto y actinomicina D 
hasta una concentradcin final de 0,s ~ g / m l ,  continuindose luego el 
desarrollo del cultivo. I 
La transcripaon in vivo en las sin infectax- o infectadas y 
tratadas con rifampicina o EDTA + actinornicina D se sigue por 
agregado de uracil0 ~ 1 4  (1 pCi/rnl, 42 pM) en presencia de citosina 
0,4 mM y precipitaaon del RNA marcado con TCA 20% en frio en 
alicuotas incubadas en las condidones descriptas para cada caso. 
1- POLIAMINAS Y VELOCIDAD DE cREC~MIENTO 
En el presente estudio se utilizo una cepa mutante de E. coli llamada 
LM27, que no puede sintetizar poliaminas, per0 requiere estos 
compuestos para su optimo crecimiento. Como se observa en la figura 
1,los cultivos sometidos a un ayuno de poliaminas crecen mucho mas 
lentamente que aqudlos suplementados con putrescina. Sin embargo, 
si se agrega esta sustancia a1 cultivo, luego de una hora se restablece 
la velocidad normal de crecimiento. 
I '  
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Figura 1: Muencia de las poliaminas en la velocidad de crecimiento 
de la cepa de E.co1.i LM27. 1 '  : 
Se toman alicuotas a distintos tiempos de un cultivo no suplementado con 
poliaminas, en crecirniento e,xponencial, y se mide la absorbancia a 550 nm. La 
flecha indica el momento en que se agrega putrescina. 
2.1 - Efecto de la rifam~lclna sobrp la s m s i s  rote . . ica de la 
ce~aLM2 7
Para determinar la concentracibn 6ptima de rifampicina necesaria 
para inhibir la sintesis proteica de la bacteria huksped se midi6 el 
efecto de distintas concentraciones de este antibibtico. 
En la figura 2 se observa que en 10s primeros minutos luego del 
agregado de rifampicina la inhibici6n no es muy grande 
(aproximadamente 50%). Este experimento indica que se requiere un 
tiempo para que la rifampicina entre a la cdula y achie inhibiendo la 
sintesis proteica. 200 pg/ml son sufiaentes para lograr una inhibiabn 
eficiente. I 
cprn * + 
FIGURA 2: Efecto de la rifampicina sobre la sintesis proteica: 
Se toman alicuotas a panir de un cultivo en creamiento exponential de E.coli 
LM27, y se Ies agrega distintas concentraciones de rifampicina. 
Inmediatamente se agrega met ~ 3 5  (40pM) ; se continua la i ncubaci6n y se 
toman muestras a distintos tiempos. Se mide incorpomci6n de radioactividad en 
proteinas (insoluble en TCA 10%). 
Sin rifampici~ 
r Aidampicine 100ugl nl 
= Rifampicina 200 o 300 uglrnl 
I - > l l '  
2.2- Res~uesta de la sintesis  rota de 
a la D . . 
la bacteria hues~ed 




En la figura 3 se observa que /a aitividad residual de 10s cultivos ' 
preincubados con rifampicina es significativamente menor que la de 
aquellos cultivos que no fueron preincubados con el antibiotico. 
Tambih se observa que no hay mucha diferenda en 10s resultados 
con las mes dosis de rifampicina. 
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Figura 3 : Efecto de la preincubad6n con rifampicina. 
El experiment0 se realizo en forma andoga a la descripta en la figura 1. En 
algunos casos 10s cultivos fueron preincubados durante 15 minutos con distintas 
concentraciones de rifampicina antes de agregar met ~ 3 5  
(e) sin preincubacion; (0) preincubado 15 minutos. 
En la figura 4 se muestra que se requiere una concentracion de 200 
pg/ml de rifarnpicina para obtener m a  inhibition eficiente de la 
sintesis proteica bacteriana (aproximadamente 99%). 
I 
Figura 4: Efecto de rifampicina sobre la sintesis proteica bacteriana 
Se toman alicuotas a partir de un cultivo en crecimiento exponential de E.coli 
LM27 y se preincuba 20 min. con distintas concentraciones de rifampicina. 
Luego se marca con metionina ~35(25pt~i/rnl) por 60 min. Se analizan 10s 
extractos bacterianos por SDS PAGE. Lineas 1,2, 3 y 4 corresponden a 0, 50, 100 y 
200 p g / d  de rifampicina respectivamente. A la izquierda se observa la 
posici6n de 10s marcadores de peso molecular. 
2.4- Efecto de rifam~icina sob 
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Para estudiat- el efecto de distintas dosis de rifampicina sobre la 
produccion de fagos, se realizo una cinetica de produccih viral en 
presencia o ausenaa de rifampicina 200pg/ml. Como se observa en la 
figura 5, la rifampidna ejerce un &kcto inhibitorio de la produccion 
viral, que disminuye aproximadamente en dos 6rdenes. No hay 
diferencias significativas enme cultivos suplementados o no con 
poliaminas. 
Pese a que el uso de rifampicina inhibe el rendimiento de fagos, es 
necesario usar el antibi6tico para eliminar gran pane de la sintesis 
proteica de la bacteria huesped para que se pueda evidenciar la del 
fago. I 
I 
I" ! ' '  Figura 5: Efecto de rifampicina sobk la producci6n de fagos: 
Se infectan cultivos de W en credmiento logaritrnico con el bacteri6fago 
MS2 ( m.0.i.-10). Se tratan o no 10s cultivos con rifampicina 20011g/ml. A 
distintos tiempos postinfecci6n se toman alimotas del cultivo (10 p l ) ,  y se 
realiza el dosaje viral como se describe en materiales y metodos. 
I 
2.5- Anahsis de l a~ro te inas  del w o  MS2  or elec troforesi~ . . .  
Se analizo el patron electrofo&tico de proteinas marcadas 
radioactivamente sintetizadas en bacterias Ecoli LM27 sometidas o 
no a un ayuno de poliaminas antes y despues de una infecaon con el 
bacteri6fago MS2. Los cultivos heron tratados con rifampicina 200 
pg/rnl para W b i r  la sintesis proteica de la bacteria huesped y 
poder evidenciar la del fago. 
En la figura 6 se observan que 10s patrones que corresponden a 
bacterias infectadas muestran dos proteinas que es th  ausentes en 
extractos de c6lula.s no infectadas.Estas bandas corresponden a la 
proteina de la capside ( 14 kDa) y a la proteina viral de maduracion A 
(42 kDa). El genoma del bacteribfago codiflca tambib para la 
proteina de lisis y para la subunidad R de la RNA replicasa, pero estos 
productos no pueden ser detectados en nuestros experirnentos 
porque usualmente se fonnan q,muv ~ e q u d a s  cantidades. 
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Se desarrollan cultivos de Ecoli 
/ en ausenda (A y B) o presencia I (C) de putrescina. Cuando 10s I cultivos alcanzan una concen- 
1 se infecta (B y C) con el bacte- 
ridfago MS2, y luego de 10 min. 
se agrega rifamp. 200 pg/ml. 
Linea A corresponde a cultivos I no infectados de fi cok. 
La proteina de la capside marca- 
da aparece como una ban& de 
14- 
Figura 6: SDf3 PAGE del anasis de proteinas sintetizadas en 
bacterias infectadas o no con el bacteri6fagoMS2. 
3- EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE LA FIDELIDAD 
PE TRADIJCCION Y SOBRE LA ACCION DE ESTREPTOMICINA 
Para determinar la concentraci6n 6ptima de estreptomicina a utilizar 
en 10s experimentos posteriores, se realizo una cinetica de sintesis 
proteica en presencia de distintas dosis del antibiotico, teniendo en 
cuenta que se debia elegir una concentraaon que no inhibiera 
totalmente el crecimiento bacteriano. 
En las figuras 7 y 8 se observa que a muy bajas concentraciones de 
estreptomidna (5 pg/ml) ya se empieza a inhibir el credmiento y la 
sintesis de proteinas de 10s cultivos que fueron suplementados con 
poliaminas. A 12,s pg/ml ya hay una considerable inhibid6n, tanto 
en 10s cultivos suplementados con poliaminas como en aqudlos no 
suplementados con estas sustancias. Se eligi6 esta concentraci6n para 
10s estudios posteriores. I 
min 
Figura 7: Sintesis de proteinas 'en presencia de estreptomicina 
Se cultivan las bacterias aer6bicamente a 37 "C. Cuando 10s cultivos llegan a 
una A490 nm = 0,17 se agregan distintas dosis de estreptomicina Luego se 
mama con met ~ 3 5  (40 pM). Se toman dicuotas a distintos tiempos y se mide 
incorporaa6n de radioactividad en proteinas como describe en materiales y 
metodos. 
o sin estreptomicina 
atreptomlclna 5ug/mi 
x estreptomicina 75ug/ml 
m estreptomicina 126u /ml 
A esireptornicina 25ug mi B 
LOG DO 490 nm 
o sin estreptomicina 
0 esf reptomicina Sug/rnl 
x estreptomicina 7,5ug/ml 
u estreptomicina 12,5ug/ml 
A estreptomicina 25ug/ml 
Figura 8: Velocidad de crecimiento en presencia de estreptomicina. 
Este experiment0 se realizd en forma anaoga a la descripta en figura 7. Se midi6 
la velocidad de crecimiento de 10s cultivos sometidos a dis tintas concentraciones 
de estreptomicina. 
I 
3.2- del fano 
ec tro . . 
MS2 Dor 
foresis: efecto de la esttepto- 
La estreptomicina es un antibi6tico que aumenta 10s errores de 
traduccion. Nos interesa determinar si este antibiotic0 aumenta la 
incorporation erronea de lisina por asparagha en la proteina de la 
capside del fago MS2, y que influencia ejerce la presencia o no de 
poliaminas en la fidelidad de sintesis proteica. 
En la figura 9 se observa la electroforesis monodimensional de las 
proteinas sintetizadas por bacterias infectadas o no con el 
bacteribfago MS2, tratadas con estreptomicina. Los patrones que 
corresponden a bacterias infectadas muestran dos proteinas ausentes 
en extractos de cdulas no infectadas: la proteina de la capside y la 
proteina de maduracion A. AdemAs aparecen bandas 
correspondientes a polipeptidos de bajo peso molecular, debido a la 
terrninacion prematura de cadenas polipeptidicas causada por la 
estreptomicina, y un n h e r o  de peptidos comunes a bacterias antes y 
despuks de infectar. 
Para detectar posibles errores de traducci6n de la proteina de la 
capside, extractos celulares fueron sometidos a electroforesis 
bidimensional, y 10s productos marcados se detectaron por 
fluorografia. La figura 10 muestra fluorogramas de geles 
bidirnensionales de proteinas marcadas obtenidos a partir de 
bacterias infectadas (10 A) o no (10B) con el bacteridfago MS2;' se 
evidencia que la proteina de la capside solo esta presente en extractos 
de c&lllas infectadas. 
La figura 11 muestra que en ausencia de estreptomicina, el nivel de 
errores de traduccion (estimado por la cantidad relativa de satdites 
de la proteina de la capside), es mayor en bacterias sometidas a un 
ayuno de poliaminas ( 11 A,B), indicando que las poliaminas aumentan 
la fidelidad de sintesis proteica 
En contraste, cuando se agrega estreptomicina, la frecuencia de 
errores de traduccion aumenta marcadamente s6lo en bacterias 
suplementadas con poliaminas (11 D). En este dtimo caso se 
detectaron dos satUtes de la proteha de la capside, que representan 
una y dos sustituaones de lisina por asparagina por molecula de la 
proteina de la capside( figura 11 D, satUtes 1 y 2 respectivarnente) 
La proteina normal de la capside aparece como un doble spot en 
nuestros patrones electrofor6ticos debido a aerta heterogeneidad de 
la poblaabn de bactericifago derivada de preparaciones virales 
sometidas a pasajes mmiltiples (56). 
Figura 9: SDS PAGE de proteinas sintetizadas en bacterias infectadas 
o no, tratadas con estreptomidna. 
Se cultivan bacterias Ecoli LM27 suphentadas (C y D) o no (A y B) con 
poliaminas. Cuando 10s cultivos alcanzan una concentracibn de 2 x 108 
c6lulas/ml se infecta con el bacteribfago MS2 (B y D). Luego de 10 min. se 
agrega rifampicina 200 pg/ml y estreptomicina 12,s pg/ml. Luego de 20 min. se 
agrega met ~ 3 5  0,6pM. Se incuba durante 30 min., se cosecha y se lisa. Luego se 
realiza una electroforesis monodimensional como se describe en materiales y 
mdtodos. 
La flecha indica la posicibn de la proteiaa de la ciipside. 
Figura 10 A 
Figura 10 B 
1 
Figura 10: Electroforesis bidimensional de proteinas marcadas 
obtenidas de bacteria infectadas o no con el fago MS2 
Alicuotas de cultivos suplementados con poliaminas, infectados (A) o no (B) con 
el fago MS2 fueron marcadas como se describe en materiales y mktodos. Los 
extractos bacterianos fueron analizados por electroforesis bidimensional. Los 
geles e s th  orientados con las proteinat m&s basicas hacia la izquierda . N 
representa a la proteina normal de la capside. 
Figura 11 Electroforesis bidimensional de proteinas marcadas 
obtenidas de bacterias infectadas o no con el fago MS2, cultivadas en 
presencia o ausencia de estreptornicina y poliaminas. 
Alicuotas de cultivos suplementados (B,D) o no (A,C) con poliaminas, infectados 
con el fago MS2 fueron incubados sin (A,B) o con (C,D) estreptomicina 
12,Spg/ml y marcadas como se describe en materiales y metodos. Los extractos 
bacterianos fueron analizados por electroforesis bidimensional. Los geles e s t h  
orientados con las proteinas mits bitsicas hacia la izquierda. Se recorto la zona de 
la proteina de la capside. N representa la proteina normal de la capside. Los 
satelites, marcados 1 y 2, poseen 1 y 2 cargas (+) adicionales, respectivamente. 
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Para estudiar miis en detalle el' kecto de las poliaminas sobre la 
fidelidad de sintesis proteica y la accion de la estreptornicina, 
infectamos cultivos de ~ . c o l i ~ ~ 2 7  con un fago muy relacio~do con el 
MS2: el bacteriofago QR. 
Cuando se agregan concentraciones crecientes de estreptomicina a 
bacteria infectadas con el bacteriofago QP cultivadas en ausencia o 
presencia de putrescina, la sintesis de la proteina de la capside viral 
se reduce significativamente en las bacterias suplementadas con 
poliaminas (figura 12 lineas 10,11,12), pero permanece casi sin 
cambios en cc5lulas no suplementadas con poliaminas. 
Figura 12: SDS PAGE de proteinas sintetizadas en bacterias 
infectadas o no con el fago QR en ausencia o presencia de poliaminas y 
estreptomicina. 
Alicuotas de cultivos de Ecoli LM27 suplementados (7-12) o no (1-6) con 
poliaminas fueron infectadas con el bactericifago Qj3 (lineas 4-6 y 10-12). 10 
min. despues se agrego rifampicina a todos 10s cultivos. La incubacion se 
realizo en ausencia (lineas 1,7, 10) o presencia de 10 p g / d  (2,5,8,11) o 20 
~ g / m l  de estreptomicina (3,6,9,12) . Luego se marca con met ~ 3 5  como se indica 
en materiales y mCtodos, y 10s extractos bacterianos se someten a electroforesis. 
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El hecho de que 10s erroresi 'kie traduccion inducidos por 
estreptomicina Sean menores en bacteria no suplernentadas con 
poliaminas mientras que 10s errores espontiineos de traduccion son 
mayores en estas cdulas se puede explicar teniendo en cuenta que 
las bacterias desarrolladas en ausencia de poliaminas tienen 
particulas ribosomales 30 S defectivas que traducen con poca 
&ciencia con un mayor nivel de errores. A1 rnismo tiempo no son 
blancos apropiados para la uni6n del antibidtico, el cual no puede 
entonces inducir una disminuci6n adicional de fidelidad. 
Por otro lado las bacteria suplementadas con poliaminas tienen 
ribosomas normales que unen a1 antibidtico con mayor afinidad? 
pennitiendo entonces su accidn. 
Teniendo en cuenta 10s resultados obtenidos nos preguntarnos si 
bacterias no suplernentadas con poliaminas podrian tener una 
supervivencia mayor en presencia de estreptomicina que aquellos 
cultivos suplementados con poliaminas. 
Cultivarnos entonces E.coli LM27 sometidas o no a un ayuno de 
poliaminas, en presencia de estreptornicina durante 3 hs. 
Experirnentos preliminares indicaron que bacterias sometidas a un 
ayuno de poliarninas tienen una supervivencia por lo menos 100 
veces mayor que aquellas suplernentadas con putrescina, en presencia 
de estreptomicina. I I 
En nuestros estudios sobre fidelidad de la traduccion hemos utilizado 
un sistema experimental de baa& E. coli infectadas con virus a 
RNA. Dado que en este sistema la sintesis de proteinas virales solo 
representa menos del 5% de la shtesis total, varios laboratorios han 
bloqueado la fomci6n de p t -  de la bacteria huesped 
inhibiendo la transcripci6n de sus RNA mensajeros con rifampicina. 
Este antibiotic0 no debiera interferir la replication del RNA del virus. 
Sin embargo, hernos observado que la rifampicha reduce el 
rendimiento de pdculas virales a so10 el 1% de 10s valores 
norrnales. 
Por otra parte, la rifampicina no puede utilizarse en 10s casos de 
bacterias huespedes resistentes a este antibiotico. Para evitar estos 
inconvenientes hemos puesto a punto otro metodo de inhibicion de la 
transcription de las bacterias utilizando actinomicina D despues de la 
permeabilizaaon lograda por un breve tratamiento con EDTA. 
abacterrana 
Para bloquear la sintesis de RNA y proteina de E. coli luego de la 
Wecci6n con fagos a RNA, se ha utilizado actinomicina D (AMD) o 
rifafllpicina. En el primer caso era wcesario preparar esferoplastos 
(57,58) o permeabilizar las bacterias con EDTA (59,60), porque la 
actinodna D no puede penetrar en cdulas intactas de E.coli En 
todos 10s cams, cuando se utilizaba rifampicina se observ6 que el 
rendhiento de fagos era marcadamente menor que en bacterias 
intactas(59). Por otro lado, trabajarrdo con distintas cepas de E. 
hemos observado que se necesitan altas concentraciones de 
rifampicina (hasta 200 pg/ml) para obtener una inhibicion efiaente 
de la sintesis proteica (alrededor del 99%) (fig. 4). Estas altas 
concentraaones de antibiotic0 reducen el redmiento de fagos entre 
20 y 100 veces (tabla 1). Para soluaonar este problema, hernos 
I 
I 
buscado condiciones que nos permitan obtener una muy eficiente 
inhibicibn de la sintesis proteica, y a su vez aumentar la production 
de progenie viral. Con este objetivo hemos tratado a las cdulas de 
E. cou con distintas concentraaones de EDTA y AMD (figuras 13A y 
13B) y hemos seleccionado 10s mhimos niveles de ambas sustancias 
que producen una wbicidn gnihima de la sintesis proteica 
' 1. 
bac teriana. 1 . .  
EFECTO DE DISTINTAS CONCmCIONES DE RIFAMPICINA SOBRE LA 
PRODUCCION DE FAGOS EN CULTIVOS DE E.COLI INFECT'ADOS CON QR 





0 3 x 1011 100 
100 6 x 109 2 
150 4,s x 109 1,s 
200 2,s x 109 0,8 
a Los titulos de fagos fueron medidos en cultivos bacterianos 8 hs luego de la 
infecci6n. I 
I 
Figura 13: Efecto de distintas dosis de EDTA y AMD sobre la sintesis 
proteica bacteriana. I 
A) Se toman aticuotas de cultivos de LM27 en fase exponential de 
crecimiento y se las trata con distintas concentraciones de EDTA por 3 min. a 
37°C. Luego de dilucidn y adici6n de AMD (0,s ~ g / m l ) ,  se marcan muestras que 
contienen 2 x 108 celulas durante 10 min, con met ~ 3 5  (25 pCi/ml, 40 pM), y se 
mide la sintesis proteica. 
B) Luego de permeabilizar el cultivo por tratamiento con 0,6 mM de EDTA como 
se describe en materiales y mdtodos, se marcan distintas alicuotas de 
suspensiones celulares que contienen 2 x 108 c6lulas, durante 10 min con 
met ~ 3 5  en presencia de distintas concentraciones de AMD. 
(Todos 10s valores de sintesis proteica son promedios de duplicados) 
4.2- Efecto de r i f u ~ i c l n a  v actinormc-ma D sob . . . . re 14 
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El breve tratamiento en pre&i& de EDTA (0,6 mM) elirnina la 
barrera de permeabilidad de E. a actinomicina D, y el antibiotic0 
puede ser captado riipidamente por la bacteria causando una inmediata 
y completa inhibicion de la sintesis de RNA, similar a1 efecto obtenido 
con altas dosis de rifampicina, como se muestra en la figura 14. La 
sintesis proteica tambib se suprime inmediatarnente con la 
administrad6n de actinomicina D a la bacteria permeabilizada (figura 
15). Cuando se omite el tratamiento con EDTA, la actinomicina D 
no puede entrar en las cdulas de J& cou y, por lo tanto no se suprime 
la sintesis proteica. Por otro lado la incubation de la bacteria en 
presencia de EDTA por periodos & largos que 3 min. a 37°C no 
produce una mayor inhibidon de la sintesis proteica 
tiempo (min) 
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Figura 14: Sintesis de RNA en bacterias tratadas con rifampicina o 
AMD luego de penneabilizacion con EDTA. 
Se incuban alicuotas de cultivos de LM27 en crecimiento exponential en 
medio MOPS en ausencia (0, A) o presencia (*,A) de antibidtico, y se marca con 
uracilo ~ 1 4  (1 pCi/ml, 17 pM) con la adici6n de citosina (200 pM). Los cultivos 
se tratan con rlfampicina 200 ~g /ml  (A) o AMD (0,s pg/ml) luego de 3 min. de 
incubaci6n con EDTA 0,6 mM (B). Se toman muestras que contienen 2 x 108 
bacterias a 10s tiempos indicados y se rnide la sintesis de RNA como se describe 
en materiales y m6todos. 
tiempo (min) 
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Figura 15: Sintesis de proteinas en caulas de E.co1.i tratadas con 
rifarnpicina (A) o AMD (B) luego de permeabilizacion con EDTA. 
Se marcan 10s cultivos con met 3 5  (25 flCi/ml, 40 MM) . Los simbolos y otras 
condiciones fueron similares a 10s descriptos en figura 14. 
Para comparar 10s patrones de sintesis proteica viral obtenidas en 
presencia de rifampicina o AMD luego de la perrneabilizaaon, se 
infecta el cultivo con el bacteri6fago QR , y se trata con AMD o 
rifampicina para eliminar la sintesis proteica del huesped. Luego se 
marca con met s~~ durante 60 min. Se analizan 10s extractos celulares 
por electroforesis en gel, y las bandas radioactivas se detectan por 
radioautogda 
La figura 16 muestra que AMD (0,s ~g/ml)  luego del tratarniento con 
EDTA, y rifampicina (200 pg/ml)son igualmente eficientes en la 
supresion de la sintesis proteica bacteriana (heas 3 y 5) En las 
muestras que corresponden a bacterias infectadas sin la adicion de 
antibiotico es muy dificil distinguir la banda de 15 KDa que 
corresponde a la proteina de la capside viral pues se observa un 
intenso background de proteinas del huesped (lineas 1 y 2). En 
contraste, extractos de E. coli infectados, tratados con AMD o 
rifampicina, muestran una banda prominente que corresponde a la 
proteina de la capside viral, y solo se observa un pequefio 
background de proteinas bacterlanas (lineas 4 y 6). Debemos 
mencionar tarnbib que en 10s experimentos llevados a cabo con 
rifampicina se observa que la sintesis de unas pocas proteinas 
bacterianas es parcialmente resistente a altos niveles de antibiotico 
(linea 5). 
Figura 16: Patrones electrofor4ticos de proteinas marcadas 
obtenidas de bacterias infectadas o no con el fago Q& antes o despues 
del tratamiento con rifampicina o AMD. 
Se tratan celulas de Ecoli como se indica en cada caso y luego se marca con 
met ~ 3 5  (25pCVrn1, 0,4 pM) por 60 min. Los extractos bacterianos se someten 
luego a SDS PAGE 
A) Lineas 1 y 2 representan bacterias incubadas en ausencia de antibibtico. 
B) Lineas 3 y 4 son patrones correspondientes a cultivos tratados con AMD ( 0,s 
pg/ml) luego de incubar 3 min. con 0,6 mM EDTA. 
C) Lineas 5 y 6 representan muestras obtenidas a partir de bacterias incubadas 
con rifampicina (200 pg/ml). 
Cultivos no infectados: lineas 1,3,5. 
Cultivos infectados: lineas 2,4,6. 
A la izquierda se indican 10s pesos moleculares de proteinas marcadoras. 
4.3- Efecto de la wtinomicina D v la rifam~icina sobre la 
produccion de faeos 
La produccion viral luego de varias horas de infection bacteriana es 
significativamente menor en presencia de rifampicina 200 ~g/rnl 




Figura 17: Efecto de AMD y rifampicina en la proliferacion del fago 
QS. 
Se incuban cClulas infectadas con el fago Q1S sin antibibtic0 (o), con AMD 
0,s pg/ml luego de tratamiento con EDTA (A) o con rifampicina 200p g/ml ( ). 
Se toman alicuotas de 10 p1 a distintos tiempos postinfecci6n de cultivos y se 
realiza un dosaje de fagos como se indica en materiales y mCtodos. 
La inhibition de la sintesis proteica utilizando el metodo de la 
actinomicina D puede ser particularmente util cuando se trabaja con 
bacterias resistentes a rifampicina. En este caso este intibiotico es 
totalmente ineficiente mientras que la actinornicina D inhibe por 
cornpleto la transcription y traduccion bacteriana. 
tiempo (min) 
Figura 18: Sintesis de proteinas en celulas de E.coli resistentes a 
rifampicina tratadas con rifmpicina (A) o con AMD (B). 
El experiment0 se realizo en forma anaoga a la descripta en figura 15. ( 0 )  
control, (0) rifampicina 100 pg/ml, (0) rifampicina 200 pg/ml, (A) AMD 0,s 
pg/ml. 

Hasta el presente se han adoptado tres estrategias fundarnentales 
para detenninar las posibles funciones de las poliarninas: 
a) Correlaaon con distintos parbetros de la fisiologia celular con 10s 
niveles intracelulares de las mismas y sus funciones biosinteticas 
(6,61). 
b) Los estudios en sisternas libres de cdulas (6,61). 
c) El estudio de las alteraciones que se producen en cdulas u 
organismos que carecen de o tienen disminuido el contenido de 
poliaminas (61,ll). 
En el primer caso solo podernos tener una primera aproximacion a 10s 
procesos fisiologicos o metab6licos afectados por estas bases orgknicas 
sin tener evidencias directas de su participacion en ellos. En el 
segundo caso, debido a que las poliaminas son altamente cargadas, 
interacttian con numerosos componentes celulares que pueden o no 
estar relacionados con sus funciones biologicas especificas, se debe 
tener mucho cuidado al interpretar 10s resultados experimentales. 
Probablernente la mejor forrna para deterrninar las funciones de las 
poliaminas en 10s organismos vivos es el estudio de 10s procesos 
metab6licos y fisiologicos afectados por la falta de ellas. Por tratarse 
de estudios in vivo aportan evidencias a s  directas de su 
participacion en 10s procesos alterados. 
Se han desarrollado dos sistemas para poder disminuir el contenido 
endogeno de poliaminas en 10s seres vivos: la obtencion de mutantes 
auxotrofas para estos compuestos, y la utilization de inhibidores de la 
sintesis de las mismas (61,ll). Esta iiltima estrategia presenta una 
serie de inconvenientes: la inhibici6n de las enzimas suele ser parcial, 
algunos inhibidores producen efectos secundarios (62) y en algunos 
organismos no penetran fhcilmente. 
La obtencion de mutantes au6trofas en diversos organismos, por el 
contrario, ha permitido deterrninar algunos de 10s roles fisiologicos de 
las poliarninas, y constituyen una herramienta de trabajo para 
determinar 10s procesos metaMlicos en 10s que partiupan estos 
policationes . 
En el presente estudio se ha utilizado m a  cepa mutate de E.co1.i 
llamada LM27, que no puede sintetizar poliaminas. Es un modelo 
interesante para estudiar el rol de estas sustancias in M'vo, ya que 
este organismo es fhcilmente manipulable desde el punto de vista 
genetic0 y bioquimico, y la mayoria de 10s procesos celulares como la 
replicacion, la transcripcion, sintesis de proteinas, etc son 
ampliarnente conocidos. 
En este trabajo se presentan eviikndas que permiten asignar a las 
poliaminas un papel fisiol6gico en la Adelidad de traducdbn. 
La disminucidn de velocidad de crecimiento que se observa en 
bacterias sometidas a un ayuno de poliarninas se debe a una 
deficiencia en la sintesis de sus macromol&ulas fundamentales (DNA, 
RNA, proteins). Este efecto se revierte por el agregado de putrescina. 
Un efecto similar ha sido observado en eucariotas como por ejemplo 
S. cerevisiae, 
Las poliaminas juegan roles importantes en distintos pasos de la 
sintesis proteica (63,64,65). Adem& de reemplazar parcialmente 10s 
requerimientos de magnesio para la formacibn del aminoacil-tRNA 
(66), y la iniciacion y elongaci6n (64,67,68) de las cadenas 
polipeptidicas , estas bases organicas cumplen funciones esenciales en 
la biog&esis normal de las pdculas ribosomales (22), y en el control 
de la fidelidad de traduca6n (26). 
Estudios previos del laboratorio han demostrado que bacterias 
deficientes en poliaminas tienen una capacidad disminuida de sintesis 
proteica probablernente debido a la acumulaci6n de particulas 30 S 
anormales (22) que contienen RNA 16 S submetilado y muy bajos 
niveles de proteina ribosomal S1 (69,70). 
Los niveles end6genos de putrescina y espermidina parecen modular 
la fidelidad de sintesis proteica in vivo, pues bacterias de E.coli 
sometidas a un ayuno de poliaminas sufren terrninacibn prematura de 
cadenas polipeptidicas y aumento de errores de traduca6n en ciertos 
codones (26,48). 
Trabajando con bacterias sensibles a estreptomicina que requieren 
p o l i a m i ~ ~  para su crecimiento normal, hemos encontrado que este 
antibi6tico causa una marcada inhibicion de la sintesis proteica s6lo 
en bacterias suplementadas con p o l i a m i ~ ~ ,  mientras que en ausencia 
de estas sustancias se convierten en resistentes a moderadas 
concentraaones del antibi6tico. Btos resultados pueden explicarse 
por la uni6n deficiente de 10s antibi6ticos aminoglucoaidos a las 
particulas ribosomales anormales presentes en c6lulas sometidas a un 
ayuno de poliaminas. 
En el presente trabajo hemos mostrado que 10s efectos de la 
estreptomicina sobre la fidelidad de sintesis proteica varian de 
acuerdo al nivel intracelular de poliaminas. El aumento de 10s errores 
de traduccion inducidos por el antibi6tico se observa solo en bacterias 
suplernentadas con poliaminas y no en aquellas caulas sometidas a 
un ayuno de putrescina. 
La baja respuesta de las bacterias sometidas a un ayuno de 
poliaminas no puede ser atribuida a diferencias en el transporte de la 
droga por parte de bacterias sometidas a un ayuno de poliaminas 
pues Algranati et a1 demostraron que luego de una breve incubation 
con el antibiotic0 se induce el sistema de transporte. La  captacion de 
estreptomicina h e  similar en bacterias aux6trofas para poliaminas 
crecidas en ausencia o presencia de putrescina (7 1). 
Para estudiar & en detalle la influencia de las poliaminas sobre el 
efecto de la estreptomicina en la traducd6n bacteriana hernos seguido 
la sintesis in vivo de una Wca proteina: la proteina de la capside 
viral. Con este proposito se infect6 un cultivo E.coliLM27 con un virus 
a RNA (MS2 0 QR), y luego se trato con rifampicina Bajo estas 
condiciones el RNA y la sintesis de proteinas de la bacteria huesped se 
bloquean casi completamente con la exception de algunas proteinas 
que son solo parcialmente afec tadas (72,73,74).  
cuando se agregaron concentraciones crecientes de estreptomicina a 
bacterias E.coli LM27 cultivadas en presencia o ausencia de 
putresdna, la sintesis de la proteina de la capside se redujo 
marcadarnente solo en bacterias suplementadas con poliaminas per0 
permanecio casi sin cambios en cdulas sometidas a un ayuno de 
poliaminas. 
El sistema de E.coli infectada con el bacteriofago MS2 ya habia sido 
utilizado para estudiar la fidelidad de sintesis proteica in vim 
(26,75,76). Durante la traduccion de la proteina de la capside se 
produce un nivel basal bastante alto de error de lectura que provoca 
la sustituaon de lisina por asparagina ocasionando una 
heterogeneidad de carga con la formacion de un satate basico de la 
proteina de la capside ademh de la proteina normal (75,76). 
Ambos polipeptidos pueden ser facilmente separados por 
isoelectroenfoque utilizado como primera dimension de una 
electroforesis bidimensional. 
Se ha demostrado que la estreptomicina puede aumentar 
considerablemente la frecuencia de errores de lectura que ocurren 
normalmente en ausencia del antibidtic0 (77). 
Para investigar si 10s niveles intracelulares de putrescina pueden 
afectar la estirnulacion de 10s errores de lectura inducidos por este 
aminoglucosido, hemos agregado estreptomicina a bacterias crecidas 
en ausencia o presenaa de poliaminas. 
Los resultados de 10s geles bidimemionales indican que en ausencia 
del antibi6tico el nivel de error de lectura (estirnado por la cantidad 
relativa de satUtes de la proteina de la capside), fue mayor en 
bacterias sometidas a un ayuno & po- confirmando resultados 
previos de nuestro laboratorio (26). 
En contraste, cuando se agrega estreptomicina, la frecuencia de 
mores aumenta marcadarnente sglo en aquellas bacterias que fueron 
suplementadas con polhminas. 
El hecho de que 10s errores de traducaon inducidos por 
estreptomicina Sean muy reduddos en bacterias sometidas a un 
ayuno de poliaminas mientras que 10s mores espontibeos esth 
aumentados en esas mismas cdulas puede explicarse por el hecho de 
que bacterias auxbtrofas para po- creddas en ausencia de 
estas sustancias contienen partidas ribosomales 30s defectivas que 
no son blancos apropiados para la wi6n funcional del antibi6tic0, el 
cual, por lo tanto no puede inducir una disminuci6n adicional de 
fidelidad. 
Por otro lado, bacterias suplementadas con p o l i a m i ~ ~  contienen 
ribsomas normales que pueden unirse a la estreptomicina con alta 
afinidad. En este caso la estreptomicina provoca una distorsion del 
sitio de reconocimiento de la subunidad 30 S con el concomitante 
aumento de errores de lectura (78,33). 
Davis y colaboradores han propuesto un mecanismo de acci6n de la 
estreptomicina en bacterias (78,33). Luego de la entrada inicial del 
antibiotic0 la fidelidad de traducciijn disminuye. Algmas de estas 
proteinas anormales pueden ser incorpoadas en membrana causando 
un aumento de la captaci6n de la droga. Los subsecuentes elevados 
niveles intracelulares de estreptomicina provocan finalmate un 
bloqueo de la iniciaabn en ribosomas y la supresion de la sintesis 
proteica 
Los resultados presentados muestran que el efecto inhibitorio y la 
disminuida fidelidad de traducah inducidos por estreptomicina en 
E.coli son altamente dependientes de las concentraciones 
intracelulares de poliaminas. 
Estos hechos y la propuesta de Davis llevaron a la predicci6n de que el 
ayuno de poliamhas aumenW considerablemente la supervivencia 
bacteriana en presencia del antibi6tico. Experimentos preliminares 
prueban que la supervivencia de cdulas sometidas a un ayuno de 
poliaminas es por lo menos cien veces mayor que la de las caulas 
suplementadas con estas sustancias. 
. . I  
a transcnpciop de E.coli oor tra 
La rifarnpicina, que puede bloquear la sintesis de RNA dependiente de 
DNA, ha sido arnpliamente utilizada para W b i r  selectivamente la 
sintesis proteica del huesped en bacterias E.coliinfectadas con fagos a 
RNA. Sin embargo hay muchos casos en 10s que es necesario aumentar 
10s niveles de rifampicina hasta 200 pg/rnl para obtener una 
supresion casi completa de la sintesis proteica bacteriana, y estas 
altas concentraciones de antibidtico causan al rnismo tiempo una 
fuerte inhibici6n de la proliferacidn de fagos resultando en una 
inhibiabn de 50-100 veces de la production viral. 
En el presente estudio hemos evitado parcialmente esta dificultad 
utilizando actinomicina D luego de una breve incubaci6n con EDTA. La 
transcripaon y la correspondiente sintesis proteica heron 
eficientemente bloqueadas por actinomicina D 0,s pg/ml agregada a 
cultivos luego de permeabilizar las caulas con un breve tratamiento 
con EDTA 0,6 mM, que elimina la barrera de penneabilidad de caulas 
de E.coli, que ha sido descripta previamente (6,7), y entonces el 
antibiotic0 puede ser tornado por la bacteria causando una rapida y 
casi completa inhibici6n de la sintesis de RNA, similar a1 efecto 
obtenido con altas dosis de rifampicina. Cuando el tratamiento con 
EDTA se omite, la actinomicina no puede penetrar en las cdulas de 
E.coQ, y la sintesis proteica permanece inalterada. 
Por otro lado, la incubacion de las bacteria en presencia de EDTA por 
pen'odos rnayores que 3 minutos a 37'C no produce una mayor 
Wbiaon de la sintesis proteica. 
Con el tratarniento descripto hemos observado que el rendimiento de 
fagos es 10 veces mayor que el obtenido con rifarnpicina 200 pg/ml. 
Utilidades del m6todo 
La inhibicion de la sintesis de RNA y proteina de E.coli por bajos 
niveles de AMD en bacterias permeabilizadas con EDTA es una 
modificaaon de 10s procedimientos previamente desaiptos (6,7). 
Los principales cambios son: 
a) infection viral anterior a la permeabilizacion bacteriana 
b) inhibition de la transcripuon bacteriana con una dosis baja de 
AMD. 
Este metodo puede ser particularmente util cuando se trabaja con 
bacterias resistentes a rifampicina. En este caso, la rifampicina es 
totalmente inefectiva, rnientras que la AMD causa una completa 
supresion de la transcription y traducci6n bacteriana. 
Los resultados descriptos indican que la inhibition de la sintesis de 
RNA producida por el tratarniento con A M .  de bacterias 
penneabilizadas con EDTA ofrece distintas ventajas sobre el metodo 
que utiliza rifampicina para bloquear la transcripci6n bacteriana en 
estudios de sintesis proteica de proteinas virales especificas, y 
desarrollo de fagos a RNA en bacterias infectadas. 
CONCLUSIONES 
En este trabajo de tesis se estudi6 la influencia de las poliaminas en 
la fidelidad de traduccion y en la acci6n de antibioticos 
aminoglucosidos. 
A partir de 10s experimentos realizados se confirmo que las 
poliaminas aurnentan la fidelidad de traduccion in vivo. 
Por otro lado, se puede concluir que 10s efectos de la estreptomicina 
en la fidelidad de traduccion vm'an de acuerdo a1 nivel intracelular 
de poliaminas. 
El aumento de 10s errores de lectura inducidos por el antibiotic0 se 
observan solo en bacterias suplementadas con poliaminas, y no en 
cdulas sometidas a un ayuno de estas sustancias. 
Ademiis se comprob6 que bacterias sometidas a un ayuno de 
poliaminas muestran una supervivencia aumentada en presenaa de 
estreptomidna con respecto a bacterias suplementadas con 
putrescina. 
En el presente estudio se describe tambib un metodo alternativo a la 
rifampicina para bloquear la sintesis proteica de la bacteria huesped: 
la inhibicion de la transcription bacteriana por actinomicina D luego 
de permeabilizar las bacterias con EDTA. 
Este metodo pennite inhibir la sintesis de RNA y y proteinas del 
huesped obtenihdose una producdon viral aproximadamente 10 
veces mayor que la que se obtiene cuando se utiliza rifafllpicina para 
inhibir la sintesis proteica del huesped. 
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N DE UN -IDOR DE LA TRADUCCION 
EXTRACTOS DE LEISHMANIA MEXICAN4 

ISHMANIASIS Y SU AGENTE ETIOLIOGICO 
1- DESCRIPCION GENERAL 
ENFERMEDAD 
Y EPIDEMIOLOGIA 
La Leishmania mexicam es un parfisito del hombre causante de 
enfermedades dificiles de prevenir y curar. 
En Am&ica del Sur, la epiderniologia de la enfmedad en lo que 
respecta a la transmisi6n de leihrnaniasis al hombre es 
extremadamente compleja Factores de riesgo induyen la edad joven 
y malnutria6n ( 1). 
Hay distintos tipos de leishmaniasis. La mas grave es la 
leishmaniasis visceral, causada por la Leishmania donovani 
chagasi. Esta enfermedad es causante de altos indices de mortalidad 
infantil en el nordeste de Brasil, Venezuuela, Colombia, Paraguay y 
Honduras. Sin una terapia apropiada, el sistema reticulo endotelial es 
progresivamente invadido por el parhito, se produce una severa 
inmunosupresi6n y la muerte sobreviene generalmente por 
infecciones semdarias del pulm6n o intestine. 
Otros pahitos han sido aislados de granulomas de piel en diversos 
paises de AmQica continental, con excepcion de Chile, Uruguay y 
Canad& Estos pariisitos se dividen en dos grupos: Leishmania 
. . 
mexicam y Lei , ambos agentes etiologicos de la 
leishmaniasis c u t b e a  
Leishmania mexican4 inoculada en la piel de hamsters se reproduce 
con rapidez y forma histiocitomas en 10s que abundan 10s parasitos; 
la methtasis es frecuente. 
La Leishmania brashenses . . tambih produce mtiltiples lesiones en la 
pie1 con diseminaaon linfatica. 
La Leishmania mexican& objeto del presente estudio, est5 
distribuida por Medco, Guatemala, W c e  y en el estado de San Pablo, 
Brasil, tambib en Texas, USA (2). Este parhito causa infecciones que 
se suelen localizar en el pabellon auricular, y le siguen en fmuencia 
las lesiones en la cara y extremidades. Las lesiones en el pabellon 
auricular son deformantes, tienden a ser cronicas, pueden persistir 
durante muchos aflos, mientras que en OW partes del cuerpo se 
curan en forrna esponthea en unos seis meses. 
En Medco, las principales victimas son 10s trabajadores qtte deben 
viajar en la selva durante epoca de lluvias, cuando hay abundamia 
de flebotomos. 
Cada ail0 ocurren en el mundo 400.000 nuevos casos de 
leishmaniasis cuthea. La organization Mundial de la Salud la ha 
incluido entre las seis enfermedades tropicales mas importantes (3).  
Los tratamientos terapeuticos con pentostan o glucantyme 
(antimoniales), no han sido exitosos debido a la toxicidad de las 
drogas y a la gran variabilidad de la actividad de estos compuestos 
en 10s pacientes (4). 
Es importante, por lo tanto, definir nuevos objetivos bioquimicos que 
permitan ser aprovechados desde el punto de vista quimioterapico. 
Las especies de Leishmania presentan un ciclo de vida digenetico en 
el que existen dos formas morfol6gicarnente distintas: promastigote 
y amastigote (5). 
FIGURA A 
Se puede comenzar el ciclo cuando el flebotomo vector (Lutzurnva 
longi~al~iS), pica a un rnamifero infectado con Leishmania. Los 
parasitos llegan junto con la sangre ingerida a1 intestino del vector, 
que segrega una membrana peritrofica (6) de quitina que envuelve 
la sangre ingerida. Dentro de ella 10s arnastigotes se divide- y luego 
se diferencian a nectomonas (prornastigotes), que migran a la region 
anterior de la membrana peritrofica, digieren la hemoglobins y 
segregan quitinasas (7,8), se rompe entonces la membrana 
peritrdfica por la zona anterior y se diferencian a haptomonas y 
paramastigo tes ( tarnbien formas promastigo tes) que se dividen 
pegados a1 epitelio. Las nectomoms se diferencian a promastigotes 
infectivos. Cuando el vector pica a un mamifero, la transmision de 
prornastigotes ocurre por regqitaaon. Los prornastigotes llegan a1 
flujo sanguineo, son captados por 10s macrofagos, y se diferencian a 








La traduccion de un mensajero para dar una proteina se realiza por 
polimerizaaon enzimiitica de 10s amin&ddos sobre la s u p d a e  del 
ribosoma de una rnanera ordenadamente secuencial, s e w  la 
infomuon contenida en el RNA mensajero. 
El dador de arninoacidos es el aminoacil tRNA, cuya sintesis time 
lugar por medio de una reacaon enzMdca extraribosornal. 
El proceso de sintesis de proteinas puede dividirse en tres etapas: 
iniciaaon, elongacion y terminaci6n. Cada etapa tiene un alto grad0 
de especificidad e involucra la asociaaon estrecha de dos o mzis 
componentes. Para estudiar el mecanismo molecular de cada paso se 
requiere conocer no &lo la estructura bhica del ribosorna sino 
tambib caracterizar 10s factores no ribosomales involucrados en el 
pmceso. 
I 
La iniciacion de la sintesis de proteinas se define como la secuencia 
de eventos que conducen a la formaa6n del complejo ternario 80S- 
met-tRNA-mensajero, es decir el complejo de inidacion (9). 
Se han purificado gran n h e r o  de factores de inidacion a partir de 
retidocitos de conejo (10,11,12,13,14,15,116,17,18,19,20), higado 
de rata (21,22), higado bovino (11,23), c4lulas Hela (24,25), germen 
de trigo (26,27,28,29), etc. 
La reaccion de iniciacion procede a traves de 4 pasos intermedios: 
1) Fonnacion de un complejo ternario: eIF2- GTP - met-tRNAi 
I 
2) Transferencia del complejo ternario a la subunidad 40s 
3) Union del mensajero a1 complejo 
4) Unibn de la subunidad 60s para formar el complejo de iniciaa6n 
80s. I 
I 
En la figura se observa la secuenda de eventos que o m e n '  durante 
la iniciacion (3 0). I 
d 
FIGURA C: Secuencia de eventos'durante la iniciacion en eucariotas. 
Tornado de Spirin, A. "Ribosome Structure and Protein 
Synthesis". 
ELONGACION: 
Durante esta etapa se agregan aminoiicidos sucesivamente s e w  la 
secuencia de codones especificada en el mensajero. Comprende una 
serie de eventos que se repiten ciclicarnente (3  I), que se describen a 
continuaa6n. 
1) UNION DE UN AMINOACIL tRNA AL SIT10 A DEL RIBOSOMA. 
El aminoacil tRNA estA especificado por el codon del mensajero, 
tambih ubicado en el sitio A. La reaccidn requiere factores solubles, 
(eEFl) y GTP. II 
2) FORMACION DEL ENLACE PETIDICO: 
I 
la transferencia del peptido naciente ubicado en el sitio P a1 grupo 
NH;! del aminoacil tRNA que se encuentra en el sitio A es catalizada 
por la enzima peptidil transferasa, localizada en la subunidad 
ribosomal mayor. La reacci6n no requiere factores proteicos ni GTP. 
3) TRANSLOCACION: 
Involucra el rnovimiento relativd del mensajero y el ribosoma. ~ o m o  
consecuencia de este proceso, el ribosoma se mueve un triplete a lo 
largo del mensaj ero en clireccion 5 '-. 3 ' , el pep tidil tRNA pasa del sitio 
A a1 P y se libera el tRNA que ha quedado deacilado en el sitio P. La 
reaccidn requiere factor de elongacidn eEF2 y GTP. 
FIGURA D: Esquema de transpeptidadon en el ribosoma. 
FIGURA E: Esquerna de la traslocacidn en el ribosoma. 
Tornado de Spirin, A."Ribosome Structure and protein 
Synthesis". 
TERMINACION: 
Es la etapa en la cual el peptido terminado se libera a1 citoplasma. 
Esto tiene lugar cuando durante el movimiento relativo del ribosoma 
y el mensajero aparece un cod6n de tenninacion, que no codifica 
para ningun arnonoacido, en el sitio A del ribosorna (3  2). Requiere la 
presencia de un solo factor soluble y GTP. 
FIGURA F: Secuencia de eventos durante la tenninacion de la 
traduccion. 
Tornado de Spirin, A. "Ribosome Structure and Protein 
Synthesis". 
Las caulas tienen gran capacidad de variar la expresion de 10s genes. 
Pueden variar la cantidad de proteinas que producen de acuerdo a 
las necesidades de la cdula. 
Gran parte de la regulation de la expresion genetica ocurre a nivel 
transcriptional. Por ejemplo por presencia de promotores con mayor 
o menor poder de dirigir la sintesis de RNA, mecanismos de 
represi6n o induction de enzimas, etc. 
Existe otra serie de procesos de regulaa6n a nivel sintesis proteica. 
La variation en la cantidad de amino~ados, tRNA, rnRNA, ribosomas, 
factores de iniaaci611, elongaci6n o taminaci6n determina cambios 
en la traducci6n. I 
Hay mltiples mecanismos por 10s cuales se regula la traduccion: 
I 
I 
1) Cambios a nivel tRNA 
Se desaibi* en c&ulas infectadas con virus. Estos usan codones poco 
utilizados por la cdda huesped Algunas veces 10s virus destruyen 
un tRNA abundante que usa la cdula huesped per0 ellos no, y por lo 
tanto el aparato de sintesis proteica funciona para el virus y no para 
la cdula. 
2) Regulacion a nivel mRNA 
a) En ciertas circunstanaas 10s mensajeros pueden ser secuestrados 
por proteinas que impidan su traducaon. 
b) Distintos mensajeros presentan diferentes grados de afinidad por 
10s ribosomas. Los miis afines inician d s  frecuentemente y por lo 
tanto se traducen miis en proteinas. 
3) Ribosomas 
Los ribosomas pueden modhar la cantidad de polip~ptidos 
produados. Si el ensamble de las subunidades ribosornales no es 
perfecto, la sintesis proteica transcurre a menor velocidad, y la 
frecuenaa de iniciacion disminuye porque el reconocimiento de 10s 
mensajeros es menos eficiente. 
4) Factores de traducci6n 
Los factores tambien pueden regular la sintesis proteica Hay factores 
que pueden reconocer a aertos mensajeros con mayor afinidad que a 
otros, regulando asi tambih la sintesis proteica (3 3,34,3 5 36). 
L a  modificaci6n de factores, por ejemplo por toxinas bacterianas o 
vegetales puede regular cuantitativamente la sintesis proteica, 
pudiendo llegar a extremos en 10s que se detiene la traduccion, por 
ejemplo por modification quimica de factores de elongation. 
5)Modulacion de la sintesis proteica por acidos ribonucleicos 
Se han descripto una serie de RNAs de bajo peso molecular (6-14 
kDa) capaces de modular la traducci6n en eucariotas. Algunos, 
aislados por ejemplo de reticulocitos de conejo, estimulan la 
traduccion de manera no especifica (37). Otros, por ejemplo de 
Art- salina(38) higado de rata (39) y musculo de embrion de 
pollo (40) inhiben la traducadn. 
Existen varias clases diferentes de este t i p  de inhibidores; uno de 
ellos, rico en aado uridilico, llamado tcRNA, ha sido aislado de 
musculo de embrion de pollo e inhibe en forma discriminatoria la 
traduccion (40). En cambio, el que se aisla de Arternia salina inhibe la 
traduccion de manera inespecifica (41,3 6). 
En musculo de embri6n de pollo se ha caracterizado otro RNA que 
inhibe la traducaon. Se encuentra en el atoplasma como una 
ribonucleoproteina de 10s y contiene RNAs (iRNA) de 4s que ejercen 
su efecto a nivel iniciacion. Estos RNAs de 70-90 nucle6tidos tienen 
muy poca estructura secundaria. 
5.1) Interfer6n 
Los interferones son una farnilia de glicoprotehas secretadas por 
caulas infectadas por virus, cuyo principal efecto biologic0 es 
producir un estado antiviral en caulas no infectadas (41,42). 
En caulas humanas existen tres tipos antigenicamente distintos: a , 
13 y y . Los tipos a y R pueden ser inducidos en cdulas animales por 
varios agentes, por ejemplo ciertos virus, bacterias y RNA doble 
cadena virales o sinteticos (41). El interferdn es inducido en caulas 
linfoides por mitogenos y por antigenos (42). 
En la figura H se esquernatiza la induction de enzimas produada por 
interferon en caulas animales. 
I N D U C C I O N  J \ 
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FIGURA G: Esquema de induccibn de enzimas producido por 
interferon. 
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5.2) Control de la iniciacion de en2 
Es ampliamente conocida la eastencia de kinasas dependientes de 
RNA doble cadena. Estos RNA doble cadena acttian como inbibidores 
de la sintesis proteica induciendo la fosforilacion del factor eIF2. El 
mecanismo de inhibiaon involucra la activacion de una kinasa 
especifica. 
Esta enzitna, aislada de de reticulocitos. se la Ilamo DAI 
DAI INACTIVA 





Una enzima con funcion similar ha sido hallada en caulas eritroides. 
En este liltirno caso se induce por tratarniento con interferon. El iinico 
sustrato fisiologico de esta kinasa es eIF2, que es fosforilado por la 
enzima en su subunidad alfa. 
En caulas infectadas por virus la induction de esta kinasa y su 
activacion por RNA doble cadena y la resultante inhibition de la 
sintesis proteica es uno de 10s mecanismos en la acuon antiviral del 
interferon. 
La kinasa dependiente de RNA doble cadena se activa por 
preincubacion con RNA en presenaa de ATP, este proceso es 
acompaiiado por autofosforilacion de la enzima. , 
Un modelo para la autofosforilacion involucra la union de mtiltiples 
moleculas de la kinasa a una mol&ula de RNA doble cadena, seguida 
I 
L ,  
' I TI 
, ' " I  
j 1 1 ,  
' .$ I ! : ; . . i l ,  de la fosforilacion intermolecular en la cud una molecula unida al 
RNA doble cadena fosforila a su vecina (48). 
: , '  I '  
6) Metilacion 4 : :' 
? 7* -  
Es bien conoado el hecho de que la eficiencia de traducaon de un 
mensajero disminuye si se inhibe la metilacion (43). La metilacion de 
RNA virales est6 disminuida en cdulas tratadas con interferon (42); 
este mecanismo p d t e  entonces inhibir la traduccion de 
mensaj eros virales. I 
7) Regulacion por hemina I 
La principal funcion de 10s reticulocitos, inmediatos precursores de 
10s eritrocitos , es la sintesis de globina, la proteina componente de la 
hemoglobins. Optimas concentraciones de hemina (2040 uM) 
mantienen la sintesis proteica por periodos prolongados. En ausencia 
de hemina se activa un inhibidor de la iniciacion de la sintesis 
proteica llamado HCR, que es una proteina de 90 kDa que se fosforila 
y cataliza la fosforilacion de eIF2a, inhibiendo la iniciacion. 
I Una diferencia clave entre procariotas y eucariotas concierne al 
mecanismo basico por el cual 10s ribosomas se unen a1 rnRNA. 
Mientras que 10s ribosomas de procariotas entran directarnente a1 
AUG del codon iniciador o en la cercana region de Shine-Dalgarno 
(49), 10s ribosomas de eucariotas entran por el 5' del mensajero y 
avanzan hasta el AUG iniaador (50). 
Otra diferencia importante es la prevalencia del mRNA policistronico 
en procariotes vs 10s mRNA monocistronicos de 10s eucariotas. 
Mientras que el contact0 inicial entre ribosomas bacterianos y mRNA 
no requiere factores de iniciaadn (51), la union de ribosornas 
eucariotas con el mRNA requiere ATP y un considerable n b e r o  de 
factores proteicos (5 2). 
Otra diferencia es que en procariotas la subunidad menor del 
ribosoma se une a1 mRNA en la regi6n de Shine-Dalgarno antes de la 
uni6n del met-tRNA iniciador (53), mientras que en eucariotas la 
subunidad menor del ribosoma se une establemente al mRNA solo 
despues de que se haya unido el met-tRNA iniaador. I 
Entre procariotas y eucariotas hay mds diferencias que similitudes en 
cuanto a mecanismos de regulacibn de la traducaon. 
En 10s procariotas (5435) hay dos mecanismos ampliamente 
distribuidos: 
a) represion de la traduccion por proteinas que unen al mRNA 
(56,57). 
b) regulacion via cambios en la confomaaon del mRNA que expone 
sitios de union al ribosorna, previamente secuestrados. Los cambios 
conformacionales pueden deberse a una proteina activadora (5 8,s 9) 
o a la traducaon de una region anterior del mRNA (60,61,62), o por 
procesarniento endonucleolitico del transcript0 (63) o por cambios en 
el sitio de iniciaaon de la transaipcion (64). 
En eucariotas, por otro lado, no se ha descripto regulacion por cambio 
de confornnacion del mRNA y se han descripto escasos ejemplos de 
proteinas represoras de la traduccibn. 
En 10s iiltirnos aiios se han desarrollado ampliarnente estudios 
relacionados con selectividad, sitio y modo de accion de inhibidores 
de la traducaon. 
El proceso de sintesis proteica puede ser arbitrariamente dividido en: 
a) reacciones tempranas de la sintesis proteica 
b) etapas que ocurren a nivel ribosomal(65) 
Los inhibidores de las reacciones tempranas de la sintesis proteica 
incluyen: 
1) aquellos inhibidores de la forrnaaon del aminoacil tRNA: 
inhibidores de la activaaon de aminocidos, anhlogos de aminoaados 
que especificamente reemplazan o compiten con 10s correspondientes 
aminoiiados ., como por ej emplo borrelidina, furanomicina y 
minosina, que especificamente inhiben la sintesis del treonil, isoleucil 
y fenil-alanil tRNA respectivarnente. 
2) Inhibidores que son transferidos a1 tRNA llevando a la sintesis de 
pro teinas anorrnales. I 
I 
Sin embargo, considerando especifiadad, selectividad y 
permeabilidad de 10s inhibidores de la sintesis proteica, 10s 
compuestos m b  importantes e s a  indudablemente incluidos dentro 
del amplio grupo de inhibidores de la traduccion a nivel ribosomal. 
Sin embargo existe un gran n h e r o  de inhibidores que poseen 
efectos pleiotropicos e inhiben miis de una reacaon, dando cuenta de 
la complejidad de la interrelacion rnaquinaria de sintesis proteica- 
inhibidores. I 
Otra clasificacion de inhibidores de la traduccion, 10s agrupa 
convenientemente en inhibidores de la iniciacion, elongation o 
terminaaon, de acuerdo con 10s eventos funcionales que perturban. 
I 4.1- INHIBIDORES DE 
Agrupa a 10s inhibidores que impaden la formation del complejo 
entre ribosomas, RNAm y metionl W A .  
En la presente investigation se utilize el acido aurintricarboxilico. 
(PITA) 
I 
H o ~ c  HOOC 
ATA es una molecula orgihica que afecta la fomcion del complejo 
de iniciacion (66). Interacttia con la subunidad 405 y evita el 
reconodmiento del RNAm, impide la formation del complejo 
ternario eIF2-met- tRNA-GTP. 
4.2- INHIBIDORES DE ELONGACION 
Agrupa a 10s inhibidores que interfieren en 10s eventos de 
elongacion, que involucran: union del tRNA a1 ribosorna, fonnacion de 
union peptidica y traslocacion. 
En este estudio se ha utilizado cicloheximida. 
Esta droga fue aislada inicialmente de Stre~tornices griseus en rnezcla 
con estreptomicina (6 7). 
El mecanismo de accion fue arnpliamente estudiado. La cicloheximida 
inhibe la formacion de la union peptidica en caulas eucariotas (68) y 
en sistemas libres de cdulas (69,70,71,72,73). 
Inhibe la sintesis proteica de un amplio rango de caulas eucariotas y 
sus emactos per0 no inhibe caulas procariotas. M& atin, no inhibe 
la sintesis proteica de la mitocondria I I intacta o de sus emactos. 
1 
4.3 - INHIBIDORES DE TERMINACION 
I 
1 
La tenninaaon de la traduccion comienza cuando un codon sin 
sentido es reconocido, determinando entonces la interacaon de 10s 
factores de liberation del ribosoma. 
Se han caracterizado diversos factores de tenninacion de la 
traduction tanto en sistemas procariotas como eucariotas, siendo 
negamicina el Fnhibidor de la terminacidn & estudiado. 
I 
0B.TETIVOS 
Fyf'? YTIt  f,+:i;[y 
En estudios realizados en nuestro laboratorio sobre la sintesis 
proteica de tripanoso~tidos, se ha encontrado que 10s sistemas de 
traducaon in vitro obtenidos a partir de Leishmania mexicana eran 
inactivos, tanto con sus RNA mensajeros endogenos como con 
, . 
mensajeros exogenos sinteticos. / i  : i f  u;:: 
A partir de estos resultados se ha iniciado una busqueda de una 
actividad inhibitoria de la traducabn en extractos de Leishmania 
I I mexicana, I -  I - 
Los estudios preliminares indicafon la existencia de un inhibidor que 
es capaz de reducir considerablemente la sintesis proteica de otro 
sistema (Crithidia fasciculata) tomado como referencia. 
En este estudio se utilizxh como referencia de sintesis proteica, 10s 
extractos de germen de trigo y de higado de rata, y se investigarh 
las propiedades bioquimicas del inhibidor. 
El objetivo de este trabajo es la caracterizaa6n del inhibidor de la 
traduccion aislado de extractos de Leishmania. 
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I ...,. DESCRIPCION DE LAS CEPAS: 
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a) Formas prornastigotes de &$shmania mexicana mexicana aisladas 
o r i m e n t e  por el Dr. Rodrigo Zeledon (Universidad de Costa Rica). 
b) Crithidia fasciculatd ATCC 1 i745). 
. . 
. , ,  . 
. . 
8 *, . 
DIOS DE CULTIVO; , . ,  
I ! ' , '  
Se utilizaron 10s siguientes medios de cultivo: 
Medio BHT; I '  ' 
Posee una composiaon en gr/l de: infusion de cerebro-corazon, 33; 
triptosa, 3; Na2HP04, 3,2; KCl, 0,4; glucosa, 0,3; hemina, 20 mg; suero 
fetal bovino, 20% del volumen fmal. 
CONDICIONES DE CULTIVO: 
Los parasitos se cultivaron aerbicarnente a 24°C (Lmexicma) o a 
28°C (Crithidia fasciculata en un incubador con agitation rotatoria. 
El increment0 en el n b e r o  de organismos se dete!mino por conteo 
en c b w a  de Nuebauer. I 
REACTIVOS RADIOACTIVOS; I 
PREPARACION DE LOS EXTRACTOS Y OBTENCION DE LAS DISTINTAS 
FRACCIONES CELULARES; 1 
Para una preparacion estandar se cosechan 1000 ml de un cultivo en 
fase exponential de Lm. o C.f. cuya densidad celular va de 30 a 60 
rnillones de caulas por mililitro. Los p&tos se rompen congelando 
y descongelando 5 veces en nitr6geno liquido, y se resuspenden en 
25 ml de buffer de lisis (Tris-C1, 20 mM pH 7,s; AcOzMg, 1 mM; KCl, 
50 rnM; CaC12 3 rnM; sacarosa, 250 mM; l3-mercaptoetanol, 5 rnM) de 
manera de obtener una concentraci6n de aproximadameate 2000 
miUones de pdsitos por mililitro. 
La suspension se centrifuga a 12000 x g durante 15 rninutos para 
sedimentar restos celulares, organelas y nucleos. Se recupera el 
sobrenadante y se dializa contra 1 litro de buffer de diidisis (Tris-HC1 
20 mM pH 7,s; Ac2Mg 1mM; KC1 50 rnM; ) durante 3 horas. El 
extract0 obtenido se denomina fracd6n S12. 
Parte de la fraccion S12 se ultracentrifuga a 45000 rpm durante 3 
horas a 4 "C. El sobrenadante resultante de la centrifugation se 
denornina S150. El pellet obtenido , denominado fraccion ribosomal, 
se resuspende en buffer de ribowmas (Tris-C120 mM pH7,5; Ac2Mg 
1 mM; KC1 100 rnM; DTT 2 rnM). 
La suspension de ribosomas se lleva a 0,s M de NH4Cl y se deja en 
frio con agitaci6n durante toda la =he. Los ribosomas lavados se 
recuperan ultracentrifugando a 45.000 rpm durante 3 horas en frio. 
El pellet recuperado se resuspende en un volumen igual al original 
de buffer de ribsomas. El sobrenadante , denominado liquid0 de 
lavado de ribosomas se dializa contra 1 litro de buffer de didlisis 
dwante 3 horas en frio. 
OBTENCION DEL ETRACTO DE GERMEN DE TRIG0 
Se muelen 3 gr de germen de trig0 General Mills en un mortero (74). 
Se agregan 18 ml de buffer de molienda (KCl, 90 mM; CaC12, 2mM; 
AczMg, 1 mM), se homogeiniza la suspensi6n y se centrifuga a 
11.000 rpm durante 10 minutos. A1 sobrenadante obtenido se le 
agrega Tris-HC1 pH 7,4 hasta llegar a una concentraaon de 20 rnM, y 
Ac2Mg (2  rnM final). Se centrifuga a 4000 rpm durantte 10 min. El 
sobrenadante obtenido se dializa contra buffer de diAlisis durante 3 
horas. Todas las operaciones se realizan en frio. 
PREPARACION DE DISTINTOS MTRACTOS A PARTIR DE HIGADO DE 
RATA 
Pr &-do de a 
Se realizo segiin el metodo descripto por Blobel y Potter (75). Se 
decapita una rata de 200 gr con guillotina. Wpidamente se le extrae 
el higado y se lo coloca en una solud6n de sacarosa 0,25 M a O'C. Se 
desmenuzan 10s higados con tijeras estwes y se suspenden en dos 
voliunMes de sacarosa 0,25 M en Tris 50 mM pH 73, ClK 50 rnM, 
Ac2Mg 5 mM (TKM). La homogeinizaci6n se realiza mediante 10 a 12 
golpes en homogeinizador de vidrio con bbolo de tefl6n acaonado 
con motor. La suspension resultante se centrifuga a 12000 rpm 
durante 10 min. Se recoge el liquid0 sobrenadante y se lo 
ultracentrifuga durante 3 horas a 50.000 rpm. El sobrenadante 
resultante se denomina fracabn S150. 
Pr de higado de rata: 
Se decapita una rata con guillotina Se le extrae el higado y se lo 
coloca en una solucion de sacarosa 0,25 M. Se desmenuza con tijera y 
se suspende en 4 voliunenes de sacarosa que contiene 10% de 
fi-acaon Sl50, Tris 50 mM pH 7 3 ,  KC1 250 mM, Ac2Mg 5 mM. Se 
homogeiniza en homogeinizador de viMo, y se trata la suspension 
con alfa amilasa cristalina (10 unidades/ml de extract0 de higado) y 
0,l mM de C12Ca durante 15 min. a 4°C. Luego se centrifuga a 1500 
rprn por 2 a 4 min. descartando el pellet. El sobrenadante se 
cena-ifuga nuevamente a 23.000 rprn durante 20 min. y se separa 
cuidadosamente el sobrenadante, que contiene 10s polisomas libres 
del pellet de microsornas. 
A1 sobrenadante de la centrifugacion anterior se le agrega Triton X 
100 y deoxicolato, hasta concentraaones finales de 1 y 0,s % 
respectivamente. Despues de mezclan cuidadosarnente se centrifuga 
5 rnin. a 13.000 rprn y se recoge el sobrenadante (fraction de 
polisomas libres), que es luego purificado por centrifugacion a traves 
de un gradiente de capas de sacarosa preparadas de la siguiente 
forma: 
- 3 mt de sacarosa 1,38 M con S150 ( 10 ml de sacarosa 2,3 M en 
TKM + 8 ml de SlSO), y D'IT 2mM 
- 2ml de sacarosa 2 M con S150 (10 ml de sacarosa 2,3 M en TKM + 
1,s rnl de S150). 
Sobre ellas se coloca la fi-acaon de polisomas y se centrifuga 12 hs en 
Spinco a 48.000 rpm. Los pellets de polisomas obtenidos se lavan con 
buffer Tris 10 mM pH 73;  KC1 10 mM, acetato de magnesio 1,s mM. 
ENSAYO DE SINTESIS PROTEICA IN VITRO 
Se utilizaron dos sistemas alt tivos de sintesis proteica: 7 
a) S c o n  DOE U como mensaierq 
exogeno; 
La reaccion se realiza en un volumen de 50 pl que contiene 10s 
siguientes componentes: 
- Energia: buffer Hepes 25 mM, pH 7,s; ATP, 1,25 mM, GTP, 0,25 mM; 
creatina fosfato, 10 mM; creatinafosfoquinssa, 50 pg/ml, 
- Acetato de potasio, 80 mM. 
- Acetato de rnagnesio, 6 mM. 
- tRNA de germen de trigo, 0,s mg/ml 
- ferdalanina ~14,0,14 Ci (497,6 mCYrnmo1) 
- gerrnen de trigo, 15 p1 
. . -  , ' : in  .$5!f; 
- acid0 poliuridilico, 0,s mg/rnl ,$#!2a! ; 
- buffer de diiilisis, 15 p I. :!<k;d)ll . . 
b) Sintesis proteica en un sistema de hieado de rata: 
La reaccion se realiza en un V ~ ~ J + I J + ~  de 50 pl con 10s siguientes 
componentes: r t l  I I  ' I 
- Euergia: igual composici6n que en a). 
- Mezcla de 19 aminoacidqs (sin g~do-), 0,03 mM cada uno 
- DTT, 2,s mM j. - - 1 ,  1; 
- Acetato de potasio, 75 rnM i 9 L, '
- Acetato de magnesia, 3 mM ' ' 
I' I 
- Metionina, 1 pM a I ,  I '  !
- Metionina S35, 1 g Ci (1 1,55 mCi,mmol) 
- Fraccion sobrenadante de 150.000 , del , -. extract0 de higado de rata, 
5 pl. It 
- Fraccion de polisomas de hi ado de rata, 10 fll (OD.260 = 168 
unidades por ml) . f 
- buffer de dimsis hasta completar ids 50 p1. 
I' ' 
I 
La reaccion de sintesis proteica se produce por incubaci6n durante 
30-60 min. a 30°C. 
ocesamiento de muestxa 
I I  
Finalizada la incubacion se diluyen las muestras en 0,s ml de agua 
que contiene fenilalanina fria (a) o metionina fria (b), y 100 pg/ml 
de albumins, luego se agrega NaOH hasta una concentraci6n final de 
0,s M, se incuba 15 min. a 30°C y se precipitan las proteinas 
agregando TCA hasta concentration final 10%. La suspension se filtra 
por Millipore (0,45 urn de dihetro de poro), se lava con TCA 8% y 
10s filtros se secan a1 aire. Se deterrnina la radioactividad incorporada 
con un contador de centelleo liquid0 utilizando tolueno-PPO dimetil 
POPOP como mezcla centelladora 
TUDIOS CINETICOS: I I 
Se realiza un ensayo de sdtcisis proteica como se desaibi6 
previamente. Luego de 10 min. de incubaci6n a 30°C se agrega 
cicloexhida (1 mM) o ATA (0,l mM) o distintas fracciones del 
extracto de Leishmania, se continua la incubacion duante 20-30 
mi.., se toman alicuotas a distintos tiempos y se procesan las 
muestras determinimdose la incorporaci6n de radioactividad en 
proteinas. I 
q / ! 4 . 1  
Para estudiar en detalle el sitio di&bici6n se realizan ensayos de 
aminoacilacion y de polimerizad6n a partir de fenilalanil ~RNA en 
presencia o ausencia del inhibidor de Leishmank 
I 
La mezcla de reaccion contiene 10s siguientes componentes por ml: 
- Phe C14, (300 Ci/mol), 1,25 flCi 
- Acetato de magnesio, 10 mM 
- Tris-acetato 43 mM pH 7,s 
- Cloruro de potasio, 30 mM 
- ATP, 1,3 mM 
- Creatina fosfato, 10 mM 
i 
- Creatina fosfo kinasa, 53 pg 
- DTT, 6 mM 
- tRNA de germen de trigo, 1 mg 
- S 150 de germen de trigo, 0,06 rnl. 
La mezcla de reaccion se incuba 30 mia a 30'C. El phe C14 ~ R N A  
formado en esta incubation se purifica por precipitaci6n con etanol. 
Eil preapitado obtenido se disuelve en buffer de diidisis. 
Sintesis de wlifenilalanina: 
La mezcla de reaccibn para la polimerizacion contiene 10s siguientes 
componentes por mililitro: 
I 
- Tris-acetato 50 mM pH8 I 
- Creatina fosfato, 10 mM 
- Creatina fosfo kinasa, 5 3 pg I 
- DTT, 2 mM I 
- Acetato de magnesio, 6.5 mM 
- Acetato de potasio, 70 rnM , 
- GTP, 100 pM 
- Poli U, 25 pg I 
- Ribosomas de germen de trigo, 3-6 unidades de absoraon a 260 nm 
por rnl de ensayo 
- Fenil alanil tRNA Cl4, 15 -30 picomoles, (8000 cpm) 
Se incuba la mezcla de reaccion 30 min. a 30°C. Las muestras se 
procesan como se describi6 previamente. 
PERFILES RIBOSOMALES: 
Para determinar si las distintas fracciones de Leishmania alteran la 
distribuaon normal de las particulas ribosomales obtenidas a partir 
de higado de rata, se incub6 1 unidad de absorcion a 260 nm de 
fraccion poliribosomal con el inhibidor de Leishmania dwante 30 
min. a 37°C y se sernbro luego sobre un gradiente lineal continuo de 
sacarosa de 6,6 a 45 % que se prepara sobre un "colchon" de 0,s ml 
de sacarosa 50 %. La solucion de sacarosa contiene buffer Hepes-KOH 
pH 7,s 20 mM, Ac2Mg 5 mM y Ac2K (50 mM). Despues de centrifugar 
a 45000 rpm durante 1 hora. se midio la absoraon en forma 
continua con un analizador W ISCO a 254 nm. 
ENSAYO DE ACTIVIDAD RNASP; I I 
Se realizo segun el metodo descripto por Hawkins y Freedman (76). 
Se incuban 250 pg de poli U con 5 pM RNasa en 1 ml de buffer 
TKM', que contiene Tris 50 mM pH 7,s; MgC12 5 mM, KC1 25 mM 
durante 15 mi. .  en una cubeta de cuarzo. La actividad RNasa se 
determina midiendo el aumento en absoraon a 260 nm en un 
espectrofotometro capaz de registrar pequeiios cambios sobre un 
alto background (se utiliza como blanco una soluaon de poli U de 250 
P g/ml) I 
ENSAYO DE SENSIBILIDAD A PRO 
Se determino la sensibilidad del inhibidor de la sintesis proteica a 
distintas proteasas: 
nsibilidad a tn~stna: . . a) Ensam de se 
En un volumen total de 1 7 ~ 1  se incuban 5 pl de inhibidor de 
Leishmania con tripsina (280 pg/ml) durante 1 hora a 37°C; luego se 
agrega inhibidor de tripsina tip0 I-S de Soybean (2,35 mg/ml), se 
continth la incubaaon durante 1 hora d, y se realiza luego un 
ensayo de sintesis proteica determinando la actividad residual del 
inhibidor. I 
b) Ensay0 de se . . roteinasa nsibhdad a D 
En un volumen total de 17 pl se incuban 5 pl de inhibidor de 
Leishmania con proteinasa K (120 pg/ml) en presencia de CaC12 1 
1- , 
: I 
,; - if; 
mM a 55°C durante 1 hora y luego se disrninuye la ternperatura a 
37°C y se continua la incubacidn durante toda la noche. A1 dia 
siguiente se agrega PMSF (7,6 mM), que detiene la acaon de la 
proteinasa K, y se hcuba durante 1 hora a 30°C. Luego se realiza un 
ensayo de sintesis proteica y se detennha la actividad residual del 
inhibidor. I 
I I I 
DETERMINACION DE LA CARGA D-IDOR: 
La carga del inhibidor se determinb por crornatografia en columna 
(0,s x 5 cm) de DEAE celulosa a pH en que &lo se retienen aniones . 
La columna se equilibro con buffer de Wsis .  La fraction S150 de 
Leishmania se sembro en la columna, y la eluci6n se realizo 
aumentando escalonadamente la concentraci6n de KC1. 
ACION DE LA CONCENTBACION DE PROTEINAS; 
Las concentraciones de prote &a s presentes en las muestras se 
determinaron utilizando el metodo descripto por Bradford. 
TRATAMIENTO DEL INHIBIDOR CON CLORURO DE LITIO: 
Se realizo s e g b  el metodo descripto por M. Jacket et a1 (77). El RNA 
se precipita por adiaon de un volumen de urea 8 M , Cloruro de litio 
4 M a la fi-ac&n S150 de Leishmania calentada previamente a 70°C. 
Se deja toda la noche a 4°C. Se centrifuga y el pellet se lava con urea 
4 M, LiCl 2 M, y se resuspende en buffer de dimsis. El RNA se 
precipita durante to& la noche a -20°C luego de la adicion de 2 
voliunenes de etanol. I 
Con el objeto de destruir el Acido ribonucleico se incuba la fraccion 
S150 de Leishmania con NaOH 0,3 M durante 1 hora a 37°C. La 
neutralization se realiza con HC1 hasta pH 7,s. 
.‘ 
Durante la purificaaon del inhibidor se realizo una cromatografia en 
Sephadex G-75 empleando una columna de 1 x 120 cm. La columna 
se equilibro con buffer de difisis. 
El volumen de exclusi6n se detemino con Blue Dextran 2000. 
Un Inililitro de la fracci6n S150 se sometio a un calentamiento a 70°C 
durante 10 minutos, se centrifuge 10 min. a 10.000 rpm y el 
sobrenadante obtenido se sembrb en la columna, y la eluaon se 
realiz6 con buffer de Wsis .  Se recogiron fracaones de 1 ml. 
DETERMINACION DE LA CONCENTRBCION DE RNA: 
La concentraa6n de RNA se determino por absorbancia a 260 nm, 
sabiendo que un valor de absorbanda igual a 1 corresponde a una 
concenttacion de 40 ~g de RNNml(78). 
ELECTROFORESIS EN GEES DE P O L I A C R T T m  
a) Condiciones disociantes: 1 - 
Se utilizaron geles de acrilamida 8 % (acrilamida:bisadamida, 19: I), 
8 M urea. Se utilizo TBE lx como buffer de corrida. 
Las muestras se diluyeron en buffer de siembra (bromofenol blue, 
0,25 %; glicerol, 15 %; EDTA pH 8,O,S mM; urea 8 M). Se las calento 3 
min. a 9S°C, se sembraron y se corrieron en el gel durantte 2 horas a 
50 v. 
L a  visualizaa6n de las bandas se realiz6 por tincion con bromuro de 
etidio. I 
Se utilizaron marcadores de RNA GIBCO. 
b) Condiciones no disociantes; I 
Se utilizaron geles de acrilamida 8 %. Los geles se comeron en buffer 
TBE 1 x .  
Las muestras se diluyeron en buffer de siembra (bromofenol blue, 25 
%; glicerol, 15 %; EDTA pH 8, 0,s mM), se sembraron en el gel y se 
comeron durante 2 horas a 50 V. 
La visualizaaon de las bandas se realizo por tindon con bromuro de 
etidio. 

1- EFECTO DE EXTRACTOS DE L. MMICANA Y C.FASCICULATA 
u
Estudios previos de nuestro laboratorio indicaron que extractos de 
Leishmania mexicana contenian una actividad inhibitoria de la traducd6n. 
Estudiamos entonces el efecto de distintos a c t o s  de Leishmania sobre 
un sistema de sintesis proteica in vitro o.btenido a partir de germen de 
trigo, y lo comparamos con extractos de Crithidia fasciculatapreparados 
en foma d o g a .  
Como se observa en las figuras 19 y 20, distintas fkacaones subcelulares 
de Leishmania produjeron una d r d t i c a  inhibiciin de la sintesis proteica 
(alrededor del go%), mientras que extractos sirnilares de Crithidia 
fasciculata pficticarnente no produjeron inbibidon. Estos resultados 
indican que el extract0 de Leishmania posee un potente inhibidor de 
sintesis proteica, que esta ausente en extractos de Crithidia fasciculata Los 
lisados de arnbos pariisitos corresponden a1 mismo numero de caulas /ml. 
Figura 19: Hecto de la fracd6n S12 de Leishmania o Crithidia sobre 
la sintesis proteica: 
Se realiza un ensayo de sintesis pmteica in vim en un sistema de g9rmen de trigo 
en presencia de distintas cantidades de fracciiin S12 de Leishmania o de Crithidia . 
Luego de 1 hora de incubaciiin a 30°C , se procesan las muestras como se describe en 
matedales y mktodos, y se mide la incorporacibn de radioactividad en proteinas 
(insoluble en TCA 1096). 
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Figura 20 : Efecto de las fracaones S150 y lavado ribosomal sobre 
la sintesis proteica 
El experiment0 se realizo en forma aniiloga a la descripta en la figura 1 . 
RIB Lm: Lavado ribosomal obtenido a partir de Leihmania. 
RIB CF: Lavado ribosomal obtenido a partir de Crithidia. 
NOTA: De ahora en mAs a1 ref-os a1 inhibidor de Leishmania en 
10s siguientes gMcos lo llamaremos "I". I 
2- ESTUDIOS CINETICOS DE LA -1CION 
Se analizo la cinetica de inhibici6n de distintas fracciones del extracto de 
Leishmania sobre un sistema de sintesis proteica obtenido a partir de 
germen de n-igo. El objetivo fue determinar a que nivel del proceso de 
traduccion actiia el inhibidor. Se comparo la cinetica de inhibiaon de las 
fracciones de Leishmania con la inhibiaon producida pox- cicloheximida ( 1 
mM), que es un inhibidor de la elongaci6n de las cadenas polipeptidicas, y 
con aado aurintricarboxilico (0,l mM), que inhibe la iniciacion de la 
traducci6n. Como se observa en la figura 21, luego del agregado de ATA se 
produce un lag de varios minutos antes de que la inhibicion se evidencie, en 
cambio la acloheximida inhibe la sintesis proteica inrnediatarnente despues 
de que la droga se agrega a la recci6n. La cinetica de inhibiaon del extracto 
de Leishmania es semejante a la producida por cicloheximida. 
Un experimento similar realizado en un sistema de traducaon obtenido a 
partir de higado de ram dio el rnismo resultado (figura 2 2). 
tlempo (min) 
Figura 2 1 : Cinetica de inhibicihn. 
Se realiz6 un ensayo de sintesis proteica in vitro a partir de un extracto de germen de 
trigo. Luego de 10 min. de incubaci6n se agregan 10 ~1 de la fracci6n S150 de 
kishmania, ciclohexhida 1 mM o ATA 0,2 mM. Se toman alicuotas a distintos tiempos 
y se mide la incorporacidn de radioacdvidad en proteinas. C, control sin inhibidor; 
CIC, cicloheximida; I, inhibidor de Leishmania; ATA, kid0 aurintricarboxi1ico. La 
flecha indica el momento en que se agrega el inhibidor de Leishmania, cicloheximida 
o ATA segh comesponda. 
Figura 2 2: Cinetica de inhibia6n. 
El experiment0 se realiz6 en forma andogis a la descripta en figura 3. Se utiliz6 
un sistema de sintesis proteica a partir de higado de rata. 
Todos 10s extractos de Lm o C.f. se prepararon con 2 x 109 parbitos por ml. 
La flecha indica el momento en el que se agrega el inhibidor de Leishmania o 
la cicloheximida segun corresponda. 
I ' 
Para estudiar &is en detalle el sitio de inhibition se reprodujeron las 
distintas etapas de la sintesis proteica: 
1) Activacibn de aminoacidos: 
Hicimos un ensayo de aminoacilaci6n in vim , en presenda o 
ausencia del inhibidor de Leishmania. 
El inhibidor redujo la formaci6n del phe ~ 1 4  tRNA en un 75-85 % 
como mhximo. Sirnilares resultados se obtuvieron cuando se utilizo 
c14 
La figura 23 muestra la cinetica de inhibiahn de aminoacilacion. 
2) Polimerizacion: 1 
A partir del fenil alanil tRNA formado, realizamos un ensayo de 
polimerizaci6n para obtener polipt5ptidos.Nos propusirnos entonces 
detenninar si el inhibidor disminuye la polimerizaaon de 
amin&idos. Para ello purificamos el phe ~ 1 4  tRNA obtenido en el 
ensayo de aminoacilaa6n por medio de una precipitation con etanol, 
y realizamos un ensayo de polimerizaci6n in vitro en presencia o 
ausencia del inhibidor de Leishmania. El inhibidor redujo la 
polimerizaaon de un 50% como mAximo. 
Estos resultados indican que el Wbidor tiene un efecto dual: inhibe 
la aminoacilaaon y la polimerizacidn de aminoaddos. 
ul delnhibidor 
I' 
Figura 2 3 : Cinetica de inhibia6n de aminoacilaaon 
Se realizd un ensayo de aminoacilaci6n in vim en presencia o ausencia de 
distintas dosis de inhibidor de Leishmania (fracci6n S150 , diluida 10 veces en 
buffer de didisis). Luego de 30 min de incubacidn se procesan las muestras 
como se describe en materiales y mdtodos, y se mide la incorporaa6n de 
radioactividad en proteinas. 
Las amianoacil tRNA sintetasas catalizan la siguiente reaction: 
arninoacido + ATP 
aminoacil-AMP + tRNA j I m ~ a ~ i l - t R N A  + MP 
<,q-: ,l A 
,';.. t 
Nos propusimos anmar el tip~ahhe inhibition ejercida sobre la 
aminoacilaci6n. La figura 24 Guestra que la inhibicion es de tip0 
cornpetitiva ya que el grado de inhibidon depende de la 
concentradon de tRNA. La inhiMcion disrninuye a medida que 
aunenta la concentracion de tRNA. Ias curvas control y la realizada 
en presencia de inhibidor se intersectan sobre el eje Y , indicando 
que la inhibicion desaparece si 1~ concentradon de sustrato es 
infinita. I 
Cuando realizamos el mismo eqmimento pero en funcion de la 
concentraci6n creciente de fedlalanina, observamos que el 
porcentaje de inhibiaon es independiente de la concentraaon de 
arninoiicido utilizada en la reaca6n. 
Estos resultados indican que el inhibidor de Leishmania compite 
especificamente con uno de 10s sustratos de la fenilalanil tRNA 
sintetasa: el tRNA. [, I 
Figura 24: Efecto competitivo del inhibidor sobre la aminoacilaaon 
Se realiza un ensayo de sintesis proteica in vitro en un sistema de gennen de 
nigo en presencia de distintas concentraciones de tRNA. Luego de 3 min de 
incubacidn a 20'C se procesan las muestras como se indica en materiales y 
m4todos y se mide incorporation de radioactividad en aminoacil-tRNA 
(insoluble en TCA 1096 frio). S: tRNA. 
Ensayos cineticos de protecci6n indican que 10s polisomas protegen 
parcialrnente del efecto del inhibidor (figura 25), pues si 6 t e  se agrega 
luego de que 10s polisomas se hayan formado, la inhibicion disminuye. 
Este experimento indica que el efecto mkximo de inhibicion se logra 
cuando el inhibidor estii presente desde el iniao de la traduccion. 
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Figura 25: Los ribosomas protegen parcialm~te del 
inhibidor 
Se -6 un ensayo de sintesis proteica a partir de un extract0 de gennen de trigo 
y se determino material precipitable r TCA en las condiciones que se describen a 
continuacibn. P" 
(1) Se prepara una mezcla de reacci6n completa en ausencia de phe c14. Luego de 15 
min de incubacion se agrega phe ~ 1 4  y se continua la incubacibn durante 45 min. 
(control). 
(2) Se incuba un sistema de sintesis proteica en ausencia de poli U durante 15 min. 
Luego se agrega phe ~ 1 4 ,  inhibidor y poli U, y se continua la incubacion 45 min. 
(3) Ensayo similar a (1) pero agregando inhibidor luego de 15 min. de incubadon. 
(4) Ensayo similar a (2) per0 agregando inhibidor desde el inicio de la incubacion. 
(5) Ensayo similar a (4) sin el agregado del inhibidor (control). 
(6) Ensayo similar a (5) per0 sin el templado de poli U (blanco). 
, Id;; 
4- EFECTO DEL INHIBIDOR SOBKE AGREGADOS POLIRIBOSOMALES ; ;--;y 
3 
, I  
Se estudio el efecto del inhibidor de Leishmania sobre agregados 
poliribosomales de higado de rata. 
Como se observa en la figura 26, el inhibidor produce una leve 
disrupcion de 10s polisomas. La ribonucleasa A tiene un efecto similar 
aunque mucho m&s pronunciado, Se estudio entonces si el inhibidor 
tiene actividad ribonudeasa. Como se obsema en la figura 27, 
cuando se incuba aado poliuridilico en presencia de RNasa A se 
produce un aumento importante en la absorbanaa a 260 nm. Este 
efecto hipercromico se debe a la ruptura del RNA en nucleotidos 
sueltos. I 
Por el contt-ario, la incubacih dd poli U en presencia de inhibidor de 
Leishmania no produce un aumento en la absorbancia a 260 nm, 
indicando que el RNA no es digerido por el extract0 de Leishmania. 
Esto indica que inhibidor de Leishmania no tiene actividad de RNasa. 
Vol ( ml drl fond01 
Figura 26: Perfiles ribosornales. 
Se incuba una unidad de absoraon a 260 nm de fraccion ribosomal de higado 
de rata con el inhibidor de Leishmania durante 30 rnin. a 37'C, y.luego se 
siembra sobre un gradiente continuo lined de sacamsa 6,645 %. Se centrifuga 
1 hora a 45.000 rpm. La absorcidn se mide en forrna continua con un analizador 
W ISCO. (1)  control, (2) Inhibidor, (3) RNasa 5 pg/ml. 
0 1 2 3 4 5 6 1. Uempo (min) 
Figura 27 : Ensayo de actividad RNasa. 
Se incuban 250 pg de Lido poliuridilico en ausencia o presencia de 5 pM 
ribonucleasa A o de inhibidor de Leishmania en 1 ml de buffer TKM' durante 15 
min. en una cubeta de cuarzo. La reacd6n se realiza en un espectrofot6metro capaz 
de registrar pequefios carnbios de A260 sobre un background alto. 
I 
5- p p m  DEL INHIBIDOR 
5.1- EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL INHIBIDOR 
se estudio el efecto de distintas temperaturas sobre el inhibidor de 
Leishmania La figura 28 muestra que el inhibidor es 
termoresistente. Conserva integramente su actividad luego de ser 
sometido a temperaturas de hasta 70'C, a temperaturas mayores 
disminuye levernente su actividad inhibitoria. 
Esta tennoresistencia que presenta el inhibidor nos permitio 
purificarlo 10-12 veces con respecto a1 extract0 S150 en t&minos de 
contenido proteico, calentando a 70'C durante 15 min. bsayos 
dneticos realizados con esta k c a 6 n  miis purificada dieron un 
resultado similar a1 obtenido con el extrac to S 150. 
Aderais, esta elevada resistencia a altas temperaturas nos hizo 
sospechar que el inhibidor una proteins 
Fifura 2 8: Efecto de la temperatura sobre el inhibidor. 
Se toman alicuotas de 5 yl a par& de la fraca6n S150 de Leishmania, y se 
incuban durante 15 min. a las temperatwas indicadas. Se centrihga luego 5 
min a 10.000 rpm, se extrae el sobrenadante y se detennina lad actividad 
residual de inhibici6nde 5 fll de 10s sobrenadantes obtenidos. 
c: control de sintesis proteica sin inhibidor. Los signos (+) y (-) indican la 
presencia o ausencia de inhibidor respectivamente. 
1 
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5.2- EFECTO DE PROTEASAS SOBRE EL INHIBIDOR [ # ,  ' {I' 
Para determinar la naturaleza q&ca del inhibidor de Leishmania, 
lo sometimos a tratamientos con distintas proteasas: proteinasa K 
(figura 29 ) y tripsina (figura 30), midiendo luego la actividad 
inhibitoria residual de sistemas de sintesis proteica in M'tro 
obtenidos a partir de germen de trigo o higado de rata. 
En ambos casos 10s tratamientos con proteasas no afectaron la 
actividad del inhibidor. Como se ve en las figuras 29 y 30 la 
proteinasa K o la tripsina previamente inactivadas por PMSF o 
inhibidor de tripsina respectivmente, no afectan la sintesis 
proteica del sistema utilizado. 
EL tratamiento con proteinasa K tampoco e-6 la acci6n del 
inhibidor sobre un sistema de sintesis proteica de higado de ram 
Figura 29: &to de la proteinasa K sobre el inhibidor. 
1) Se incuban 5 pl del inhibidor de Leishmania con proteinasa K 120 ~ g / m l  
toda la noche a 37°C. Luego se agrega PMSE 7,6 mM, se incuba 1 hora a 30°C y se 
realiza un ensayo de sintesis proteica in vim en un extract0 de germen de 
trigo como se indica en rnateriales y m4todQs. 
Se realizan adem6.s tocios 10s controles necesarios como se indica a 
continuaci6n: 
2) Se incuban 120 pg/ml de proteinasa K con PMSF durante 1 hora a 30"C, 
luego se agrega inhibidor de Leihmania, se continb la incubacidn dwante 1 
hora y se realiza un ensayo de sintesis proteica in vitro. 
3)Se realiza un ensayo de sintesis proteica in vitro en presencia del inhibidor 
de Leishmania sin tratar. 
4)Se incuban 120 ug/ml de proteinasa K durante una hora con PMSF 7,6 mM. 
Luego se realiza un ensayo de sintesis prateica. 
5)Se realiza un ensayo de sintesis proteica en presencia de proteinasa K. 
6) Control de sfntesis proteica in viuo. 
7) Ehsayo similar a 6) per0 sin templado de poli U. 
I: inhibidor de Leishmania 
PK: proteinasa K 
C: control 
B: blanco I 
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Figura 30: Efecto de tripsina sobre el inhibidor. 
1 ) Se incuban 5 pl de inhibidor de Leishmania con tripsina 280 pg/ml durante 
1 hora a 37"C, luego se agrega inhibidor de tripsina 2,35 pg/ml, se contintla, la 
incubaci6n durante 1 hora mb y se realha un ensayo de sintesis proteica en 
polisomas de higado de rata como se describe en materiales y mt5todos. 
Se realizan ademas todos 10s contm1es necesarios como se indica a 
continuaci6n: 
2) Se incuban 280 ~ g / m l  de tripsina con inbibidor de uipsina durante 1 hora a 
3WC, luego se agrega inhibidor de leishmania y se realiza un ensayo de 
sintesis proteica in vitro. 
3) Se realiza un ensayo de sintesis proteica en presencia del inhibidor de 
Leishmania. 
4) Se incuba tripsina con inhibidor de tripsina durante 1 hora a 30"C, luego se 
realiza w ensayo de sintesis proteica 
5) Se realiza w ensayo de sintesis proteica en presencia de tipsina. 
6 )  Control de sintesis proteica in vim. 
7) Ensayo similar a 6) p r o  sin templado de poli U. 
I: inhibidor de Leishmania I 
IT: inhibidor de tripsina I 
T: tripsina I 
5.3- EFECTO DE LA N-ETILMALEIMIDA SOBRE EL INHIBIDOR 
s r f - , l  
' +"I 
Se sometio a1 inhibidor a un tratamiento con N-etilmaleirnida, 
sustancia que reacciona con grupos tioles de proteinas, para 
descartar aim miis la posibilida,d gg, que el inhibidor de Leishmania 
: - fuera de origen proteico, 
La figura 3 1 muestra que el inhibidor no es sensible a1 tratamiento 
con esta droga ya que su poder inhibitorio no disminuye luego de la 
incubation con N-etilmaleirnida @4 . 7 
I I 
Figura 3 1: Efecto de N-etilmaleimida sobre el inhibidor. 
1) Se incuban 5 @l de inhibidor de Leishmania con N-etilmaleimida 5 mM 
durante 30 min. a 30°C. Luego se agrega MT 10 mM, para suprimir el efecto de 
la N-etilmaleimida , y se realiza un ensayo de sintesis proteica in vitro en un 
extract0 de germen de trigo como se indica en materiales y metodos. 
2) Se incuba N-etilmaleimida 5 mM con IYlT 10 mM, luego se agregan 5 ~1 de 
inhibidor de Leishmania y se continita la incubaci6n durante 30 min a 3WC, y 
se realiza un ensayo de sintesis proteica. 
3 Se realiza un ensayo de sintesis proteica en presencia de inhibidor de 
Leishmania sin tratar. 
4) Control de sintesis proteica en presenda de NEM y DTT. 
5) Se realiza un ensayo de sintesis proteica en presencia de NEM. 
6) Control de sintesis proteica. I 
5.4- DETERMINACION DE LA CARGA DEL INHIBIDOR 
i;?!gF 
Para conocer la carga del inhibidor nos propusimos detenninar la 
carga del mismo. Se analizo entonces su comportamiento en DEAE 
celulosa. Como se observa en la figura 32, el inhibidor demostro ser 
una sustancia cargada negativamente pues es retenida por una 
colurnna de intercambio anionic0 a pH 7, y &lo puede ser elui& por 
u n  buffer que contiene C1- 0,3 M. + f t , ; :  
L I 
volumen de elucibn 
I ; ' . :  
Figura 3 2: Detmninaaibn de lilcarga del inhibidor. 
La columna se equilibr6 con buffer de diasis. Se sembrci la fraccibn S150 de 
kishmania. Despues de lavar con el mismo buffer se realiz6 la elucibn 
aumentando escdonadamente la concentraci6n de KC1, como se indica en 
materides y m4todos. Se determinb el efecto inhibitorio sobre la traducci6n de 
las distintas fracdones eluidas de la columna. 
Se analiz6 el comportamiento dkl inhibidor en una columna de filtraaon 
molecular Sephadex G75. Debido a que el inhibidor es termoestable, se 
calento previamente el S150 de Leishmania a 70'C durante 10 min. Se 
centrifug6 10 min a 10.000 rpm y el sobrenadante obtenido se sernbr6 en 
la columna La figua 33 muestra que el pic0 de inhibidon coincide con el 
pic0 en el cual la OD 260/280 = 2, factor que se considera correspondiente 
a RNA puro, sin contaminaciones de proteinas. 
Por otro lado, se observa que en las fi-acaones del eluido de la columna 
que presentan actividad inhibitoria no se detectaron proteinas ( medidas 
por el metodo de Bradford), y &stas se recuperan en su totalidad en las 
frztcciones que eluyen antes del inhibidor. 
- incorp. phe c ' ~  -.._._.__ proteinas 
volumen de elucio~ 
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Figura 3 3 : Cromatografia de excldsidn molecular. 
Se us6 una columna de Sephadex G75 equilibrada con buffer de diidisis. 
Se sembr6 1 ml de la fraccion SlSO sometida a un calentamiento a 70'C, con un 
contenido proteico de 0,17 mg/ml. La eluci6n se realizo con buffer de didisis. 
Se tomaron alicuotas de las distintas fracciones y se midi6 la actividad 
inhibitoria de las mismas en un sistema de sintesis proteica in vitro obtenido a 
partir de germen de trigo. 
Se determino tambikn la relacion OD 260/280 de las distintas fracciones y la 
cantidad de proteinas de las mismas se obtuvo por el mCtodo de Bradford. 
Marcadores de peso molecular conocido: C12C0, blue dextran (B.D.), 
woalbtimina (0.k) , citocrorno C (C.C.). 
Teniendo en cuenta 10s resultados obtenidos en la cromatografia de 
exclusion molecular, realizamos una electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones nativas de las fracciones con actividad 
inhibitoria. Como se observa en la figura 34, solo se detecta una 
banda de Acid0 nucleico por coloraa6n con bromuro de etidio, a 
partir de las fracciones purificadas del inhibidor, apoyando la 
hipotesis de que la inhibition es caw& por un &ado ribonucleico 
con actividad biol6gica. 1 %  ., i tn+ 
I .i 
I Figura 34: Electroforesis en geles de poliacrilamida 
Alicuotas del inhibidor de Leishmania en distintos grados de purificacibn 
fueron analizadas en geles de poliacrilamida 8%. 
Linea 1: Mccion 56 de la columna de sephadex 
Linea 2: fraccion 56 de la columna de sephadex diluida 5 veces 
Linea 3: precipitado con etanol 
Linea 4: sobrenadante S150 sometido a calentamiento. 
Linea 5: marcadores de peso molecular 
La flecha indica la posicibn del inhibidor. 
5.7 - COMPORTAMIENTO ;.,.6IX INHIBIDOR FRENTE A 
DISTINTOS TRATAMIENTOS ~ I M I C O S  
Realizarnos estudios con agates qdhicos que pudieran confirmar la 
hipotesis de que el inhibidor de Leishmania es un acido ribonucleico. 
5.7.1 -TRATAMIENTO CON ALKALI: 
I 
Como se muestra en la tabla 1 la incubaaon del inhibidor con NaOH 
0,3 M durante 1 hora a 37'C destruye totalmente su actividad 
inhibitoria. Fin este sentido el inhibidor se comporta como RNA, que 
es sensible a1 W. 
5.7.2-PRECIPITACION CON CLORURO DE LITIO 
La precipitaaon con cloruro de litio es un metodo que permite 
precipitar RNA selectivamente. Utilizamos este metodo para 
detenninar si el inhibidor de Leishmania es un acido ribonucleico. Se 
precipito RNA a parti. de un S150 de Leishmania sometido 
previamente a un calentamiento a 70 'C, para elirninar la mayor 
parte de las proteinas. El precipitado fue resuspendido en buffer de 
dkilisis y se lo precipito luego con etanol. Como se observa en la 
tablal, el RNA obtenido luego de la predpitaaon con cloruro de litio 
present0 actividad inhibitoria de la traducaon. 
5.7.3- PRECIPITACION CON ETANOL 
La tabla 1 muestra que luego de una precipitacion con etanol se 
recupera la actividad inhibitoria. Este resultado tambib es 
compatible con la hipotesis de que se trata de un &ado nucleico. 
TABLA 1: COMPORTAMENTO fjn JNHBIDOR FRENTE A DISTINTOS 
TRATAMIENT05 QUPMICOS 1 ,4.; 1; ! *, 
. ' 
I <  ' 
TRATAMIENTO 1 ACTIVIDAD INHIBITORIA 
I ESPECIFICA~ (%) 
Alkali 
Precipitaaon con etanol 
Precipitacidn con cloruro de litio , 
+ precipitaci6n con etanol 
1 10096 es un porcentaje de inhibicibn de sintesis proteica que produce el 
inhibidor 
que no fue sometido a tratamientos quimicos. 
2 la actividad inhibitoria se normaliZ6 por unidad de densidad 6ptica 
medida a 260 nm. 11; 
I 
I ' 
I 6 - PURIFICACION DEL 
La tabla 2 resume el esquema d& b2hcacibn del inhibidor. Este fue 
purificado a partir de una fi-acci6n S12 de Leishmania, por 
ultracentrifugaabn obtenibdose la fracci6n S150, la cual por 
calentamiento a 70'C durante 10-15 rnin. fue pumcada 
aproximadarnente 10 veces respecto del contenido proteico. Las 
proteinas residuales heron elbinadas alternativamente por 
cromatografia de exclusi6n molecular, precipitacion con domo de 
litio o predpitaaon con etanol. 11 , : 
FRACCION 
sbte 12.000 x g 
sbte 150.000 x g 
sbte 150.000 x g 
calentado a 70°C 
sephadex G 75 
pp. con ClLi 
pp. con etanol 
O.D. 260/280 
El tamailo del inhibidor fue determinado en geles de poliacrilamida 
8% en condiciones desnaturalizantes. 
Como se observa en la figura 35, el inhibidor de Leishmania time un 
tarnaiio de aproximadamepte 200 nucl&tidos, a juzgar por la 
movilidad de marcadores de RNA de tanmilo conocido. 
Figura 3 5: Dete1minaa6n del tamailo del inhibidor. 
Alicuotas del inhibidor en distintos grados de puriflcaci6n fueron analizadas 
en geles de poliacrilamida 8 96, urea 7 M. 
Linea 1: predpitado con etanol 
Linea 2: S150 calentado a 70 OC 
Linea 3: marcadores de peso molecular 
La flecha indica la posici6n del inhibidor. 
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La Leishmania es un protozoo que se transmite a huespedes 
vertebrados a traves de insectos vectores. 
Ha sido objeto de intensa investigation en 10s atimos aiios. Los 
modelos mAs estudiados son Leishmania donovani , que causa la 
forma visceral de la enfemedad y Leishrnafiia mexicana, que causa 
la forma cuthea, y es objeto del presente estudio. 
Las enfennedades que resultan del parasitismo de macrofagos por 
estos protozoos no son todavh comprendidas a fondo. 
Se han publicado nurnerosos estudios sobre la infection cuthea 
causada por Leishmania, que incluyen detalles rlinicos y 
observaciones histol6gicas de biopsias & piel. Estos estudios 
reportan una amplia variedad de manifestaciones de la enfermedad 
que varian desde pie1 normal a idllbxci6n celular intensa, formation 
de granuloma y/o necrosis. No es sorprendente entonces que muchos 
autores han concluido que no pueden conectar tales caracteristicas 
dentro de un pamn provocado por la enfermedad o snalizar la 
histologia en relacion con la carga parasitaria (79). 
En general, la idiltraci6n cutibea involucra cdulas epiteliares, 
linfocitos, cdulas plasdticas (80) . 
La irnposibilidad del macr6fago de destruir 10s parhitos de 
Leishmania contribuye a la cronicidad de la enfermedad 
Estudios in vitro han demostrado que la interaction de las 
Leishmanias con 10s maaofagos del hubped es un evento mediado 
por receptor (81), y depende de la rnicroviscosidad de la membrana 
celular (82), y que el nicho ecol6gico del parhito es el fagolisosoma 
del madfago . 
I 1  
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La supervivencia intracelular depende de un delicado balance entre 
la potencia de 10s mecanismos antiparasitarios del macrofago y la 
eficacia de las estrategias evasivas de la Leishmania( 83). 
El indudable Wto de 10s p&itos se debe al hecho de que pueden 
establecer y mantenex- un equilibria que asegura su supervivencia y 
la del huesped en una compleja interrelaabn. 
Se h a .  desarrollado algunas vactlnax contra la Leishmaniasis cuthea. 
El resultado neto no es protecadn sin0 induccion de lesiones 
controladas que luego de ser curadas confieren inmunidad a largo 
plazo. Ha habido un gran n b e r o  de pruebas clinicas principalmente 
en la ex Union Sovietica (84), involucrando a miles de pacientes. Sin 
embargo estas vacunas son dificiles de producir y distribuir, y 
provocan serios efectos secundarios, incluyendo lesiones diseminadas 
o itlcurables inducidas por la vacuna, reacciones alkgicas y psoriasis. 
Estos impedimentos hacen necesario plantear nuevos objetivos 
bioquimicos que ayuden a esclarecer mecanismos moleculares del 
parhito y contribuyan a un mayor entendimiento de la enfermedad 
En el presente trabajo se estudiaron aspectos de la regulacion de la 
sintesis proteica de la Leishmania mexica .  
La sintesis proteica es una de las etapas fundamentales de la 
expresion genetica. Los eventos de sintesis proteica han provisto de 
un desafio estimulante para bioquimicos, biologos moleculares y 
quimicos biofisicos a lo largo de mils de tres dkadas. Sin embargo 
muchas cuestiones fundamentales permanecen sin resolver. 
Los sistemas libres de c6luIas se han convertido en logos poderosos 
para estudiar 10s mecanismos y controles de la sintesis proteica y la 
regulaaon gMca 
El descubrimiento de mol&ulas de RNA con actividad biologica ha 
revoluaonado el entendimiento de la quimica en sistemas biologicos. 
Antes de ese descubrimiento se suponia que 10s aados nucleicos s6lo 
pr0ve.b pasivamente informadon genetics y un esqueleto 
estructura1(85,86). 
Molkulas de RNA pueden llevar a cabo funaones que habian sido 
otorgadas &lo a proteinas, como actuar como enzimas que catalizan 
el clivaje de otras mol&ulas de RNA o de si mismas (ribozimas). 
Actualmente ya no se cuestiona que el RNA puede combinar 
fundones de transmision de informaaon genetica j y to  con 
propiedades cataliticas y/o regulatorias. 
Se han publicado nurnerosos trabajos que involucran molhdas de 
RNA que actlian como inhibidores o estimuladores de la sintesis 
proteica (87,88,89). I 
Todas estas moleculas halladas hasta el momento tienen la 
paticularidad de ser de bajo peso molecular. Se las ha caracterizado 
en sistemas tan diversos como Artemia salina (go), tejido conectivo 
(9 I), musculo embrionario (92), sobrenadante postpolisosomal de 
higado de rata (93), reticulocitos de conejo (94), etc. 
En este estudio se purified y caracteriz6 un inhibidor de la traduccion 
aislado de extractos de Leishmania mexican& 
Se analizo el &to de fracciones subcelulares de Leishmania y 
Crithidia sobre la sintesis proteica. Las distintas fracciones de 
Leishmania produjeron una dramiitica inhibiahn de alrededor de 
90% mientras que extractos similares de Crithidia fasciculata no 
produjeron Wbia6n. 
Cuando se anali?.o la cinetica de inhibici6n del extracto de Leishmania 
se observo que es sirnilat a la de dclokximida, que es un conoado 
inhibidor de la elongaaon de las cadenas polipeptidicas. La Sintesis 
proteica se inhibe inmediatamente luego del agregado del extracto de 
Leishmania o de ciclohexhnida. Por el conaario, luego del agregado 
del acido aurintricarboxilico, que es un inhibidor de la iniciacion se 
produce un lag de varios minutos hasta que la inhibiaon se 
evidencia, ya que las cadenas polipeptidicas ya iniciadas pueden 
terminat de sintetizarse en presencia de ATA. 
Nuestros resultados cineticos tambib prueban que el inhibidor no es 
una proteasa , pues el agregado del rnismo a un sistema de sintesis 
proteica obtenido a partir de germen de trigo o de higado de rata no 
produjo disminucion del material proteico radioactive precipitable 
por TCA. 
El estudio en detalle del efecto del inhibidor sobre las distintas 
etapas de sintesis proteica indico que time un efecto Wbitorio dual: 
reduce la aminoacilacion en un 75-85 %, y disminuye la 
polimerizaaon de aminoaados en un 50 %. Estudios cineticos de la 
inhibidon de la aminoacilaaon iadicaron que se trata de una 
I inhibidon de tip0 competitiva 
Estudios cineticos de proteca6n indicaron que 10s polisomas protejen 
parcialmente del efecto del inhibidor, pues si Cte se agrega luego de 
que 10s polisomas se hayan formado, la inhibiaon disminuye. 
Se estudi6 tambib, el efecto del inhibidor sobre agregados 
poliribosomales de higado de rata. El inhibidor produce una leve 
disrupaon de polisomas. Un efecto similar aunque much0 miis 
pronunciado es causado por la ribonuclesasa A. A1 analiiar si el 
inhibidor time actividad RNasa sobre un polinucle6tid0, se 
obtuvieron resultados negativos. 
I 
1 ,  
I 
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ESTUDIOS SOBRE LA NATURALEZA DEL INHIBIDOR: 
Se realizaron distintos estudios para determinar la naturaleza 
quimica del inhibidor. 
Los &sis del efecto de la temperatura sobre el inhibidor 
mostraron que es termoresistente. Conserva integramente su 
actividad luego de ser sometido a temperaturas de hasta 70°C; a 
ternperaturas mayores disminuye levemente su actividad inhibitoria. 
Esta caracteristica nos pennitio reducir su contenido proteico 10-12 
veces con respecto al extracto S150, al calentarlo a 70°C durante 15 
min. 
A d d s ,  la elevada termoresistencia fue el primer indicio de que el 
inhibidor podia no ser una proteina (sabiamos que se trataba de una 
macromol4cula pues no es dializable). 
Para determinar la veracidad de esta hipotesis sometimos a1 
inhibidor a tratamientos con proteinasa K y tripsina, midiendo luego 
la actividad inhibitoria residual sobre un sistema de sintesis proteica 
in vitro obtenido a partir de germen de trigo o higado de rat& 
Ninguno de estos tratamientos afect6 la actividad del inhibidor. 
Estudios de cromatografia en DEAE celulosa dieron como resultado 
que el inhibidor es una mol&ula cargada negativamente. 
Para avanzar en el estudio de la naturaleza del inhibidor lo 
sometimos a distintos tratarnientos quimicos. Luego de una 
incubaaon con NaOH 0,3 M el inhibidor pierde totalmente su 
actividad L a  inestabilidad frente al &lkali es una propiedad que 
posee el RNA. Para determinar si el inhibidor es un aado 
ribonucleico se realizo una precipitation con cloruro de litio. El RNA 
precipitado conservo la actividad inhibitoria de la traduccion. 
PURIFICACION DEL INHIBIDOR: 
El inhibidor de la traduca6n se purificd a partir de un extracto de 
promastigotes de Leishmania que se centrifbgo primer0 a 
12.000 g por 20 rninutos y luego a 150.000 g durante 1 h., 
descartando 10s precipitados. La fraccion soluble obtenida se sometio 
. . 
a un calentamiento a 70°C lo que permitio elumnar el 9096 de las 
proteinas que forrnan un precipitado y se separan por centrifugaaon 
sin p&dida de actividad del inhibidor en el sobrenadante. Esta 
fracaon se sometio a una filtraci6n molecular a traves de una 
columna de Sephadex G75. El pic0 eluido con poder 
inhibitorio present0 una absoraon en el m g o  UV, la relaaon O.D. 
260/280 result6 igual a 2, indicando que el factor de inhibicion de la 
t 
traduccion es un RNA puro. Esta ' i d  nclusi6n estA de acuerdo con el 
hecho de que no se detectan proteinas (ensayo negativo por el 
metodo de Bradford) en las fracciones correspondientes a1 inhibidor 
de la traducaon y que este corn como una banda de RNA de 
alrededor de 200 nucle6tidos despu4s de una electroforesis en gel de 
poliacrilamida a1 8 %. La precipitaci6n con cloruro de litio y etanol 
tambih indico que el factor en estudio se comporta como un RNA. 
Nuestros resultados indican que el inhibidor es un RNA que tiene un 
efecto dual: inhibe la aminoacilaa6n en un 75-85 % y la 
polimerizacion de aminoacil tRNAs para formar polipQtidos en un 
50 %. I 
En el presente trabajo se aisl6 un inhibidor de sintesis proteica a 
partir de extractos de Leishmania mexicanas. 
Se lo purifico y se estudiaron sus caracten'sticas bioquimicas. 
Los resultados desaiptos indican que el inhibidor de sintesis proteica 
hallado en extractos de Leishmania es un audo ribonucleico de 
aproximadamente 200 bases, que tiene un efecto inhibitorio dual: 
reduce la aminoacilaaon y la elongaaon de las cadenas 
polipeptidicas. La inhibia6n ejercida sobre la aminoacilaaon es de 
tip competitiva. 
Es interesante seiialar que aiin no sabemos si la existencia del 
inhibidor de la traduca6n en extractos de Leishmania tiene a1gii.n 
significado fisiologico, pero se podria especular que despub de la 
infecci6n de 10s macr6fagos por las Wshmanias, el inhibidor de la 
sintesis proteica conuibuye al control que 10s parkitos podria. 
ejercer sobre las caulas hospedadoras. 
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